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SINTESIS

El incremento de la expectativa de vida conlleva a un mayor riesgo de padecer
afecciones relacionadas con el envejecimiento, por ejemplo, enfermedades
neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer (EA), que constituye la causa
méas comun de demencia. Esta enfermedad se caracteriza por un deterioro progresivo e
irreversible de la memoria, alteraciones en el comportamiento, pérdida de la habilidad
motora, del lenguaje y de la percepcion de la realidad. Hasta el momento no se dispone
de opciones terapéuticas efectivas para su prevencion y tratamiento. La eritropoyetina
endogena (EPO), inicialmente conocida por actuar sobre células eritroides en la médula
Osea y estimular la eritropoyesis, también promueve la neurogénesis y neuroproteccion
participando en la neuroplasticidad cerebral fisiologica y reactiva a dafios diversos. Se
han desarrollado diferentes tipos de EPO humana recombinante (EPOhr) que no
inducen eritropoyesis, incluyendo la eritropoyetina humana recombinante con bajo
contenido de &cido sialico (NeuroEPO). Esta es capaz de alcanzar rapidamente el
cerebro después de su administracion por via intranasal (IN), aproximadamente en 5
min. Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidenciaron el efecto
neuroprotector de la NeuroEPO por via IN en el hipocampo y la corteza cerebral, en
modelos no transgénico y transgénico de EA. La eficacia y seguridad de la NeuroEPO
demostrada en estudios anteriores, unida a su aplicacién no invasiva, sugieren un
amplio espectro para su uso clinico y profiléctico, incluyendo el tratamiento de las fases

aguda y crénica de la EA.



ABREVIATURAS
AChEI: inhibidores de la acetilcolinoesterasa
ADAM: una desintegrina y metaloproteinasa (por sus siglas en inglés)
Akt: proteina quinasa B
ANOVA: analisis de la varianza
Aph-1: anterior pharynx-defectiva 1 (por sus siglas en inglés)
ApoE: apolipoproteina E
APP: proteina precursora de amiloide (por sus siglas en inglés)
APPswe: modelo de raton transgénico Tg2576 de familia suiza (por sus siglas en inglés)
ATP: adenosintrifosfato
Ataxia SCA-2: ataxia espino cerebelosa tipo 2
Asn: aminoacido Asparagina
BA: péptido f amiloide
BA40: péptido B-amiloide de 40 residuos de aminoacidos
BA-42: péptido B-amiloide de 42 residuos de aminoacidos
BACE: enzima secretasa 8
BCL: linfoma de células B
BDNF: factor neurotrofico derivado del cerebro (por sus siglas en inglés)
BHE: barrera hematoencefélica
CAL1: cuerno de Amon, sector 1
CEPO: eritropoyetina carbamilada

CIM: Centro de inmunologia Molecular



CR-3: receptor de la fraccion 3 del complemento

CR-21: cromosoma 21

DE: desviacion estandar

DNA: acido desoxirribonucleico

EA: enfermedad de Alzheimer

ELISA: ensayo por Inmuno absorcion ligado a enzimas (por sus siglas en inglés)
EPO: eritropoyetina enddgena

EPOhr: eritropoyetina Humana Recombinante

EPOR : receptor de eritropoyetina

ERO: especies reactivas del oxigeno

FAD: enfermedad de Alzheimer familiar

FHP: filamento helicoidal pareado

GABA: acido gamma amino butirico (por sus siglas en inglés)
GDNF: factor neurotréfico derivado de la Glia (por sus siglas en inglés)
GEKS: glicdgeno sintetasa kinasa 3 (por sus siglas en inglés)
GFAP: proteina acida glio fibrilar (por sus siglas en inglés)

GPX: glutation peroxidasa

GSK 3: glucogeno sintasa quinasa 3 (por sus siglas en inglés)
GTP: trifosfato de guanosina

hAPPm: mensajero de la proteina precursora de amiloide humana
Hb: hemoglobina

HIF-1: factor inducible de hipoxia de tipo 1

Hto: hematocrito

H,0,: peroxido de hidrégeno



I**: yodo 125

ICV: via de administracién intracerebro-ventricular

IGF-1: factor de crecimiento insulinico de tipo 1(por sus siglas en inglés)
IHQ: inmunohistoquimica

IL: interleucina

IM: via de administracion intramuscular

IN: via de administracion intranasal

IR: infrarrojo

IV: via de administracion intravenosa

Kg: kilogramos

KDa: kilodalton

LCR: liquido cefalorraquideo

Leu: amino&cido Leucina

LTP: potenciacion a largo plazo

Lys: aminoacido Lisina

Met: aminoécido Metionina

MHCII: complejo mayor de histocompatibildad de clase Il
NeuroEPO: eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido en acido siélico
NGF: factor de crecimiento nervioso (por sus siglas en inglés)
NMDA-R: receptor N-Metil D-Aspartato (por sus siglas en inglés)
NO: 6xido nitrico (por sus siglas en inglés)

NT-3: neurotrofina-3

ONF: ovillos neurofibrilares

PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas (por sus siglas en inglés)



PS1: presenilina 1
PS2: presenilina 2
PVC: cloruro de polivinilo (por sus siglas en inglés)
RE: reticulo Endoplasmatico
RNAm: acido ribonucleico mensajero
sAPP: fragmento de proteina precursora de  amiloide soluble
seg: segundo
SNC: sistema nervioso central

SOD: superoxido dismutasa

Tau: proteina tau
TBS: tris salino tamponado
TNF-a: factor de necrosis tumoral- alfa (por sus siglas en inglés)
Ul: unidades internacionales

B-CTF: fragmento C- terminal de la B-secretasa

y-CTF: fragmento C- terminal de la y-secretasa
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INTRODUCCION

El planeta Tierra esta poblado por mas de 7 000 millones de humanos. En el mundo el
promedio de vida es de 69 afos, la cual esta asimétricamente dividida en 80 afios para
los denominados paises desarrollados mientras que para los catalogados como en
desarrollo y no desarrollados son de solo 67 y 57 afios respectivamente. Teniendo en
cuenta que es la edad biologica un factor de riesgo no modificable para las
enfermedades neurodegenerativas, al lograr en la region de Latinoamérica indicadores
de desarrollo, estos llevaran a enfrentar la problematica social del envejecimiento
poblacional y los problemas que estos generan tanto para la sociedad como para su

nicleo fundamental, la familial.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa devastadora
que aumenta en la actualidad con el desarrollo mundial y el envejecimiento
demogréafico. La EA se diagnostica con mayor frecuencia en las personas de mas de 65
afios de edad, aunque es menos frecuente la EA puede aparecer entre los 35-40 afios de
edad. En el afio 2016, habia en el mundo aproximadamente 47 millones de personas con
algun tipo de demencias, esperando un incremento de mas de 131 millones para el afio
2050 y se prevé que la EA afecte a una de cada 85 personas®. En el afio 2016 existian
en Cuba 160 mil pacientes con algin tipo de demencias, diagnosticandose
aproximadamente 28 000 casos nuevos por afio, para un costo anual de 712 millones de

délares®.

Los sintomas de la EA incluyen la pérdida de la memoria, la imposibilidad de
comunicacion o de realizar tareas rutinarias, alteracion de la personalidad y el estado
vegetativo. Las caracteristicas histopatologicas encontradas en el cerebro de los
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pacientes con EA son: la presencia de placas seniles extracelulares, ovillos neuro
fibrilares (ONF) intracelulares, reduccién de la sinapsis, degeneracién neuronal y
reduccion del volumen cerebral. Esta realidad, tiene impacto negativo en la
productividad del trabajo, en el costo de la salud publica y el desarrollo sostenible en

general de la sociedad®®.

A nivel mundial a pesar de los sostenidos esfuerzos tanto académicos como de la
industria farmacéutica no se dispone de un tratamiento efectivo contra la EA. Las
drogas aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA) son la Rivastigmine,
Donepezil, Galantamine y Memantine con efectos beneficiosos probados solo en las

etapas iniciales de la enfermedad®.

Estos medicamentos pertenecen a dos grupos: los inhibidores de la acetilcolinesterasa
(AChEI) y los antagonistas de los receptores de &cido N-metil-D-aspartico (NMDAR).
Los AChEI incluyen en este grupo el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina’. El
mecanismo de accion de los AChEI es aumentar la transmision colinérgica mediante la
inhibicion de la acetilcolinesterasa en la hendidura sinaptica y por ello podrian
incrementar ligeramente la capacidad cognitiva de los pacientes con EA. La memantina
es un antagonista del receptor NMDAR que reduce la excitotoxicidad por el bloqueo de
este receptor inotropico, ya que en la EA los niveles del neurotransmisor glutamato son
patolégicamente elevados. Ambos grupos de medicamentos estan indicados para el

tratamiento de pacientes con EA moderada®.

Sin embargo, se ha demostrado que ninguno de estos farmacos aprobados representa
realmente una cura para la enfermedad, ya que su efecto es solo paliativo y su eficacia

disminuye con el tiempo®*°.

10



La eritropoyetina humana recombinante (EPOhr) se emplea en pacientes con fines
eritropoyético desde la década de los afios 80 del pasado siglo por via subcutanea e
intravenosa. En dosis altas puede cruzar la barrera hematoencefélica (BHE) y ejercer un
efecto neuroprotector'™*?, En general la molécula es bien tolerada y entre los efectos
adversos méas importantes reportados por su administracion sistémica se encuentra la
hipertensién arterial, que parece estar relacionado con el aumento de la viscosidad
sanguinea por el aumento de la masa globular. La eritropoyetina (EPO) es expresada en
el cerebro y regulada por el factor inducible de hipoxia-1 (HIF-1), el cual es activado

por una variedad de estresores™**.

La EPOhr posee actividad neurotrofica y disminuye la excitabilidad neuronal, la cual se
encuentra involucrada en diversas formas de lesién del cerebro. Promueve la
angiogenesis ya que induce resistencia en las células endoteliales a través de la afinidad
que tiene con su receptor en los vasos sanguineos, estimulando la formacion de
capilares; asi como tiene accion antiapoptética dada por sus efectos en el control del
balance de expresién de moléculas pro-apoptdéticas y anti-apoptoticas, la disminucion de
la expresién de genes pro-apoptoticos y la inhibicion de la actividad de las caspasas 8, 1
y 3, relacionadas con la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria®®. Su efecto
neuroprotector se produce por su actividad antiinflamatoria mediante la regulacion de

genes inflamatorios™.

En estudios preclinicos y clinicos previos se demostrd el efecto beneficioso de la EPOhr
en diversas enfermedades en modelos de animales con hemorragia subaracnoidea®’,
trauma craneoencefélico®, dafio de la médula espinal®® ademés reduce el dafio neuronal
funcional en modelos de esclerosis méltiple”® y mejora la neuropatia del diabético®’.

También, tiene accion cardioprotectora en el infarto del miocardio, donde se reduce el
11



volumen del infarto?, se ha reportado su uso como tratamiento en la esquizofrenia®, la

24
I

hipoxia perinatal®® y en la esclerosis multiple®.

Sin embargo, una complicacion potencial de un tratamiento sistémico a dosis repetida
con EPOhr esta dada por el aumento de la actividad hematopoyética en pacientes que no
tienen anemia, lo que constituye un problema a resolver en la practica médica para usar

esta molécula como neuroprotector.

La molécula de EPOhr tiene una vida media larga debido a la glicosilacion que posee,
pero a su vez también permite su unidn al receptor y ejercer asi su accion eritropoyética.
Por ejemplo, en los ratones que sobre expresan la EPO, aumentd los niveles del
hematocrito y el volumen del infarto después de la isquemia cerebral®®. Por tal motivo
se evallan como citoprotectores varias isoformas de la EPOhr con mayor o menor
cantidad de &cido siélico u otras modificaciones en su estructura, que mantengan su
efecto citoprotector; pero que disminuya su efecto eritropoyético. Son ejemplo de éstas
isoformas la asialoeritropoyetina (asialo EPO) y la eritropoyetina carbamilada

(CEPO)?".

La asialo EPO fue obtenida por remocién completa de los acidos sialicos, lo que
provoca una disminucion de la vida media de la hormona en circulacion sanguinea sin

cambios en su actividad neuroprotectora®®?°,

La CEPO pierde su actividad hematopoyética por carbamilacion en los aminoacidos de
lisina, pero conserva su accion protectora de otros tejidos lo que avala su uso a largo
plazo para tratar enfermedades cronicas. Esta molécula se ha empleado en modelos de
trauma cerebral y en estados agudos de isquemia e isquemia reperfusion y se confirmo

que tiene un efecto neuroprotector igual que la EPOhr™.
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En estudios realizados en estados crénicos de hipoxia en ratas, quedd demostrado que la
CEPO no tiene efecto adverso sobre el peso corporal de los animales, la supervivencia y
el hematocrito®'. También se observé su efecto modulador de la sinapsis en modelo

transgénico de EA comparandola con la EPOhr®?,

En Cuba se desarroll6 por el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) la produccion de
la EPOhr. Durante este proceso se obtienen varias isoformas con niveles diferente de
acido siélico. Cuando el contenido de &cido sialico por mol de proteina es menor de 10,
se considera que ésta EPOhr tiene insuficiente proteccidn para ser usada como agente
eritropoyético, ya que su vida media en sangre sera relativamente corta por la rapida
degradacion en el higado. Esta molécula ha sido denominada como NeuroEPO que es
muy similar a la enddégena producida por los astrocitos del cerebro humano por

presentar menor peso molecular y menor contenido de 4cido sialico®,

La NeuroEPO hasta el presente, constituye el Unico derivado no eritropoyético de la
eritropoyetina que no tiene modificaciones quimicas en su estructura. Su accion se
relaciona con los mecanismos de la neuroproteccion enddgena, asi como su posible
participaciéon en la reparacion en los procesos patologicos agudos como la isquemia
cerebral o en los crénicos como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer y en las

enfermedades genéticas como la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (Ataxia SCA-2)**.

Las potencialidades que tiene la eritropoyetina en su variante NeuroEPO aplicada por
via IN ha demostrado ser segura, avalada por estudios de toxicidad a dosis Unica y
repetida en modelos animales®™. Se realizd ademéas ensayo clinico Fase I-1l en
voluntarios sanos con resultados satisfactorios*®. En el ensayo clinico de la Ataxia

SCAZ2, los pacientes mejoran la coordinacion de movimientos, la marcha, el habla, las
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funciones fronto ejecutivas y la latencia sacédica de la accién del cerebelo sobre los
movimientos oculares®’. Esta en desarrollo el ensayo clinico Fase I-11 en pacientes con
infarto cerebral en dos hospitales (Hospital Nacional en La Habana y Gustavo

Aldereguia en Cienfuegos)™®.

La NeuroEPO por via IN alcanza el cerebro rapidamente, no estimula la eritropoyesis
después de los tratamientos agudos repetidos y se demostré el paso al cerebro en

modelos en roedores y en primates no humanos®**

. Se ha demostrado que esta
molécula, en dosis de 500 pg/Kg de peso corporal (equivalente a 50 000 unidades
eritropoyéticas) no estimula la eritropoyesis en ratones*. EIl mecanismo a través del
cual la NeuroEPO hace su accion no esta totalmente descrito, aunque existen evidencias

de su interaccién con el receptor de la EPO en células del Sistema Nervioso Central

(SNC)*%.

El estudio de las variantes genéticas ha permitido proponer una hipotesis de trabajo en
la que el péptido amiloideo podria ser el causante de la patologia. Ademas ha permitido
generar y analizar una serie de modelos transgénicos conteniendo dos o tres genes
humanos mutantes (APP, PS1 y Tau) que si bien son importantes y tal vez no tenemos

nada mejor, pero se alejan en muchos aspectos de la patologia humanas™.

Las anteriores evidencias reportadas permiten plantearnos la hipdtesis que la NeuroEPO

tiene un efecto protector contra la enfermedad de Alzheimer.

Planteamiento del problema

Resultados alcanzados recientemente han demostrado clinicamente la seguridad de una

formulacién nasal de la EPO cuyo principio activo es la NeuroEPO en el ensayo clinico
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fase | en voluntarios sanos®. A pesar de ello actualmente no se ha establecido ningtn
farmaco con categoria de neuroprotector, por lo que la formulacion nasal Neuro-EPO
como es un nuevo producto, que aspira a esta categoria, se hace necesario establecer
segun requisitos de las autoridades regulatorias, los niveles de eficacia y de seguridad
preclinicas en diversos modelos de animales, lo cual constituye un requisito previo para
su evaluacion en ensayos clinicos en humanos. ¢(Podra la formulacion de NeuroEPO
intranasal ejercer su efecto neuroprotector en modelos animales de enfermedad de

Alzheimer?

Hipaotesis

La NeuroEPO por via nasal protege las poblaciones celulares corticales y subcorticales

en modelos de enfermedad de Alzheimer.

Objetivos

1. Evaluar el efecto neuroprotector de la NeuroEPO en ratones no transgénicos de

la enfermedad de Alzheimer.

2. Evaluar el efecto neuroprotector de la NeuroEPO en modelo en ratones
transgénicos Tg25-76 APPswe.
Aporte teérico de la tesis

Se demuestra por primera vez el efecto beneficioso que tiene la aplicacion de una
molécula de la Biotecnologia cubana (NeuroEPO), de acceso rapido al SNC aplicada

por via IN para neuroproteger el tejido cerebral, ademas de disefiar una metodologia de
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evaluacion légica en modelos transgénicos y no transgénicos de la enfermedad de

Alzheimer.

Aporte metodoldgico

Se ha desarrollado una metodologia experimental acorde al objetivo fundamental del
trabajo, en la cual se destacan, métodos bioquimicos para la determinacién de los
niveles de EPO en fluidos y tejidos, métodos conductuales para investigar la incidencia
en marcadores del dafio neurologico y estudios histologicos para determinar el dafio en
estructuras del SNC. Su enfoque multidisciplinario, el orden logico de la estrategia
experimental y el gran volumen de trabajo desarrollado con el objetivo de cumplir los

objetivos trazados.

Aporte prictico/social

Los resultados presentados en esta tesis permitieron la elaboracion de la documentacién
necesaria para la presentacion y aprobacion por el 6rgano regulatorio cubano CECMED
para el desarrollo de un ensayo clinico en ejecucion con el uso de la Neuro EPO como

neuroprotector en el tratamiento en fase inicial estadio 1 y Il de la EA
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Definicion y caracteristicas del envejecimiento

Las definiciones de envejecimiento coinciden en que consiste en un conjunto de
transformaciones, cambios bioquimicos, fisioldgicos, morfologicos, sociales,
psicolégicos y funcionales que aparecen en el organismo a lo largo de la vida como
consecuencia de la accién del tiempo sobre los seres vivos y que causan una
disminucion de la probabilidad de supervivencia y se reduce la capacidad fisioldgica de
autorregulacion, de reparacion y de adaptacion antes situaciones del medio, procesos en

los que juega un papel importante el sistema nervioso®.

Las propuestas de teorias que tratan de explicar el proceso de envejecimiento se apoyan
en mecanismos fisiologicos, bioquimicos, metabolicos y genéticos. Por la naturaleza
multicausal del envejecimiento, resulta dificil que una Unica teoria pueda explicar todos
sus mecanismos. Entre los mecanismos fisioldgicos propuestos se encuentran la teoria
del deterioro organico y la inmunobioldgica y entre los bioquimicos y metabolicos se
encuentran la teoria de la acumulacion de productos de desecho, la teoria de las
interconexiones o del entrecruzamiento y la teoria de los radicales libres, estrés
oxidativo y dafio mitocondrial. Entre las propuestas de teorias genéticas, las que
actualmente reciben gran atencion, se encuentra la teoria de la acumulacién de errores,
la teoria de la mutacion somaética a partir de las alteraciones del ADN vy la teoria de la

programacion genética*’ .

Existen otras teorias como la neuroendocrina y la
inmunologica que intentan explicar el envejecimiento pero han sido criticadas por la

falta de evidencias™.
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Al analizar el proceso de envejecimiento se debe diferenciar el envejecimiento
fisiologico relacionado exclusivamente con los cambios que se producen en los drganos
y sistemas del organismo con el paso del tiempo del envejecimiento caracterizado por la

presencia de alteraciones secundarias a enfermedades o influencias del medio®.

En el envejecimiento la mayoria de los 6rganos vitales sufren atrofia o degeneracion, el
sistema inmune se debilita y el organismo es mas susceptible a infecciones, traumas u
otras situaciones de estrés. La incidencia de cancer aumenta de forma significativa con
la edad y se produce una pérdida de la vision, audicién, memoria, coordinacion motora

y otras funciones neuronales™.

Se ha demostrado que tanto las enfermedades neurodegenerativas como las alteraciones
cognitivas asociadas a la edad, son reflejo de la debilidad de ciertas poblaciones
neuronales®®. La atrofia y la pérdida de peso cerebral guardan relacién con las
afecciones neuroldgicas e intelectuales que se producen durante el proceso de
envejecimiento™. La pérdida de neuronas corticales que se produce durante el
envejecimiento normal, la pérdida de dendritas de las piramides corticales y la
disminucion del niamero de espinas dendriticas contribuye a una disminucion general de

las conexiones sinapticas™.

Las aglutinaciones u ovillos de neurofibrillas (ONF) ocupan el citoplasma de células
piramidales y desplaza a otros organitos citoplasmaticos. Cada ONF esta formado por
un par de filamentos enrollados en forma helicoidal pareado (FHP) y pueden
encontrarse en menos proporcion en el neuropilo, en axones mielinizados y en botones
sinapticos anormales. La proteina asociada a los microtubulos (tau) es el componente

estructural mas importante de los FHP y en ella se presentan cambios conformacionales

18



patoldgicos dados principalmente por hiperfosforilacién y truncamiento del extremo
carboxilo (protedlisis enddgena), dando lugar a especies de peso molecular bajo que
resultan téxicos a las células nerviosas. Las aglutinaciones son méas notables en el
hipocampo y en la corteza cerebral pero también en las zonas grises mas profundas

como el hipotalamo y la sustancia reticular del tallo cerebral®.

Las placas neuriticas o seniles tienen una localizacion fundamentalmente extracelular y
estan principalmente compuestas de diferentes especies de fibrillas B-amiloide (BA)
localizadas centralmente, rodeada de fibras gruesas argentdfilas y la mayoria tienen una
red capilar contigua. Se observan multiples neuritas distroficas engrosadas que rodean
las fibras huecas de sustancia amiloide y contienen FHP, lisosomas lamelares y
mitocondrias degenerativas; asi como astrocitos y microglias reactivos. Una parte
sustancial de BA no es fibrilar pero soluble y forma oligémeros de diferente

complejidad que son toxicos a las células nerviosas®.

La aparicion de la lipofucsina es un fendmeno caracteristico de la célula que envejece.
A medida que avanza la edad se encuentran grandes cantidades de lipofucsina en el
soma de las neuronas. Es una inclusion citoplasmatica de color parduzco y representan
residuos insolubles de la actividad lisosomal (cuerpos residuales). Al microscopio
electrénico se visualiza como un cuerpo heterogéneo de color negro intenso, rodeado
por una membrana donde alternan particulas densas y lipidos formando gotas o
membranas enrolladas sobre si mismas. Quimicamente consiste en una agregacion
intracelular de lipidos, proteinas, carbohidratos y trazas de metales imposibles de
degradar que contiene ademas muchos aminoacidos y enzimas como la fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina y granulos lipoides que son los principales precursores de los

pigmentos de lipofucsina®’.
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Se conoce que durante el envejecimiento normal aumentan las cantidades de neuroglias
en diversas regiones del encéfalo en los humanos, monos y roedores. En la corteza
cerebral se produce un incremento en el nimero y tamafio de astrocitos y microglias.
Ambas células gliales desempefian una funcion neuroprotectora, pero en respuesta a las
alteraciones neuronales ocupan el parénquima que deja libre el tejido neuronal. Se
observa un aumento de los astrocitos que expresan proteina &cida glio fibrilar (GFAP).
También se produce un incremento del contenido gliofibrilar de los astrocitos (gliosis
fibrosa), aumento fibroso que primero se observa en el estrato molecular de la corteza

cerebral pero que también afecta a las restantes capas en la atrofia senil mas avanzada®®.

Entre las microglias, son las activadas, las que sobre-expresan interleucina 1 (IL-1) y
tienen caracteristicas de células fagociticas, las que fundamentalmente se incrementan
durante el envejecimiento. Se plantea que esta hipertrofia de algunas neuroglias y la
disminucion del agua extracelular en el tejido cerebral durante el envejecimiento
pueden contribuir a la disminucion metabolica cerebral, tal vez alterando la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica®®. Se ha demostrado una disminucién de
los sitios de fijacion de glucocorticoides en las células de neuroglias lo que tal vez

refleje un efecto indirecto de los cambios microambientales®.

Dentro de los cambios neurobioquimicos que se producen durante el envejecimiento se
encuentran alteraciones en el transporte de aminoacidos de la sangre a la corteza frontal
y se alteran gran cantidad de neurotransmisores como la disminucion de acetil-colino-
transferasa, acido y amino butirico (GABA) y de enzimas sintetizadoras de
catecolaminas. Algunos receptores de neurotransmisores estan disminuidos en el

hipotalamo e hipocampo®.
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Se ha descrito un aumento en las cantidades de glutamato (uno de los principales
neurotransmisores excitadores del SNC) en la corteza de ratas envejecidas y en cerebros
envejecidos una disminucion de su recaptacion por neuronas. EI aumento del glutamato
extracelular puede conducir a procesos de excitotoxicidad tanto en neuronas como en
glias produciendo su muerte. Estos procesos de excitotoxicidad se producen por

cambios en la homeostasis del calcio y la induccién de cascadas apoptéticas®.

La disminucion del estado cognitivo durante el envejecimiento se ha relacionado
también con la disfuncién de homeostasis del calcio fundamentalmente en el
hipocampo. En el cerebro envejecido de murinos se ha observado un aumento del calcio
dentro de la neurona provocando una serie de cambios bioquimicos y fisioldgicos que
conllevan a una disminucion de la transmision sinéptica, lo que puede ayudar a la
pérdida cognitiva observada en el envejecimiento cerebral. Hay una progresiva
disminucion de factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento nervioso
(NGF), el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3), el
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), asi como de los factores de crecimiento
insulinoides de tipo 1 (IGF-1), todo lo cual puede contribuir al desarrollo de los cambios
neurotdxicos observados en el envejecimiento, a una mayor susceptibilidad al dafio
neuronal y a una disminucion de su actividad, a la atrofia neuronal y a una disminucién

de la capacidad de aprendizaje y memoria®.

El envejecimiento cerebral estd asociado a una continua disminucién de la capacidad de
producir ATP tanto por disminucion de la cantidad de mitocondrias en sus células como
por la disminucion de la fosforilacion oxidativa en mitocondrias disfuncionales con

disminucién de la transferencia de electrones por los complejos 1 'y 1V,
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El sistema nervioso es susceptible a sufrir dafio oxidativo debido a varios factores, entre
los que se destacan su alto consumo de oxigeno, su dependencia en el metabolismo de
carbohidratos y su compleja composicion de lipidos de membrana. Los radicales libres
son generados en varios sitios celulares, pero la cadena respiratoria mitocondrial es una
de sus fuentes principales. En la mitocondria se producen importantes cambios
moleculares y sobre ella actla el estrés oxidativo siendo una de las teorias méas sélidas

que explican el envejecimiento®.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) tienen un gran impacto en los procesos de
estrés oxidativo durante el envejecimiento y entre ellos se encuentran el anién
superoxido, peroxido de hidrogeno (H»O2), Oxido nitrico y el peroxinitrito. La
produccion de anion superoxido y de H,O, aumenta en las mitocondrias de cerebro de
ratones y ratas envejecidas. Se ha observado un aumento de la produccion de 6xido
nitrico por algunos astrocitos en el cerebro envejecido y en homogenados de corteza
cerebral de ratas envejecidas se ha observado una disminucion de la produccion de
Oxido nitrico en sus mitocondrias. El peroxinitrito también aumenta en el hipocampo y

la corteza de ratas envejecidas®.

La Enfermedad de Alzheimer.

La EA es un tipo de demencia progresiva que fue descrita inicialmente por el médico
Alois Alzheimer en 1907°"°®. Se define EA como demencia progresiva que se
caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo, con pérdida de funciones de la
memoria, de la orientacion y de funciones cognitivas superiores, tales como la
personalidad, generacion de juicios complejos, célculo y capacidades de relaciones

visual-espacial. En las etapas terminales, pérdidas de la capacidad motora. Todo ello
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implica que esta enfermedad tenga connotaciones sociales (por el nimero de familias
afectadas con miembros que padezcan la enfermedad), familiares (por la implicacién de
los miembros de las familias afectadas) y biosanitarias (el gasto que supone el
tratamiento de estos enfermos), hace que esta enfermedad tenga o vaya a tener una

relevancia muy importante®®.,

La EA afecta a grandes zonas del cerebro y su diagndstico es fundamentalmente en
estudios postmorten. El cerebro de EA muestra una atrofia muy clara, sobre todo en la
region del hipocampo, y en las areas de asociacion de la corteza y unos ventriculos muy
expandidos. Aunque se preservan regiones como las areas visuales de la corteza,
somato-sensorial y auditivas®. Los dafios mas tempranos ocurren en la corteza del
entorrinal, el hipocampo y en la region basal, que son las estructuras especializadas en

el cerebro que desempefian un papel critico en la memoria’.

La neuropatologia de la EA muestra dos caracteristicas fundamentales que van
asociadas en mayor o menor medida, Placas seniles f amiloides (BA) extracelulares y

ONF intracelulares’>"3.

Las placas seniles extracelulares estan formadas por la polimerizacion de un péptido de
entre 40 y 43 aminoacidos, denominado amiloide, que puede estar rodeado por células
de glia reactiva y por neuritas distroficas. Los ONF intracelulares, estan formados por
polimeros de la proteina tau anormal o hiperfosforilada. Ademas, de estas marcas
histopatoldgicas, el cerebro de EA presenta un alto nivel de gliosis reactiva (astrocitos
“reactivos” y microglia “activada”), asi como marcadores de inflamacion y marcadores

de muerte neuronal ">,
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1. (Cudles son las causas de la enfermedad de Alzheimer?

Si bien el 90-95% de la EA es esporadica, en un porcentaje entre 5-10% (segun
poblaciones) hay variantes genéticas de transmision dominante, denominada
enfermedad de Alzheimer familiar, (FAD). Asi se han caracterizado tres genes mutantes
FAD, presentes en los cromosomas humanos 21, 14 y 1 correspondientes a las proteinas
conocidas como Proteina precursora del Amiloide (APP), Presenilina 1 (PS1) y
Presenilina 2 (PS2), respectivamente. Ademas, se han caracterizado una serie de
variantes alélicas existentes en la poblacion normal por tanto no mutante, de varios
genes que tienen incrementada la susceptibilidad a padecer esta patologia. Asi se han

descrito variantes de genes como Apo E, Clusterin, PICALM, etc’®"".

El relativo avance en el conocimiento de la enfermedad ha venido a partir de los
hallazgos tales como: por un lado la purificacion y caracterizacion del péptido del
amiloide BA 40-42 aa’®. Ademas ha sido mas recientemente cuando se ha caracterizado

la presencia de péptidos BA de 43 aa".

El segundo aporte importante fue la caracterizacion y secuenciacion, de uno de los
genes mutantes de una FAD ligado al cromosoma 21(CR 21)®. De aqui se caracterizé la
APP y se pudo comprobar que la secuencia del gen APP contenia la secuencia del

péptido amiloide®’.
2. Molécula precursora del amiloide

El estudio y caracterizacion de la APP puso de manifiesto que es una proteina ubicua
(esta presente en todas las células del organismo), y muy conservada evolutivamente.

En humanos estd codificado por 18 exones que pueden dar hasta ocho proteinas
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diferentes, todas las variantes menos una, contendrian una region transmembrana. De
todas las posibilidades, se consideran las variantes APP 695, APP 750 y APP 770 como
las mayoritarias; aunque a nivel de proteinas no es fécil concretar esta afirmacion por
falta de anticuerpos especificos. Si bien la APP es ubicua, parece que la relacion del

APP 695 con respecto a 750 y 770 es mayor en neuronas’?.

La APP tiene caracteristicas de glicoproteina de membrana genérica. Presenta regiones
para tres tipos de glicosilacion, tipo N, tipo O y tipo proteoglicanos (asociado a la falta
del exon L)*, en concreto de tipo condroitina-sulfato®. Ademéas, dentro de las
modificaciones postraduccionales, se describieron sitios de fosforilacion (intra y
extracelular), de tirosinas y lo mas importante sitios de proteolisis, para al menos tres
proteasas, descritas como secretasas a, B y y. La secretasa o fue descrita como la
proteasa que podia cortar el péptido amiloide entre las posiciones 16-17, ahora ya hay
descritas y caracterizadas una serie de proteasas de la familia ADAM (a disintegrin and
metalloproteinase) que pueden realizar esta funcién, como son: ADAM9, ADAM10 y
ADAML17. La secretasa Beta O (BACE), fue descrita como la proteasa que podria cortar
el péptido amiloide en la posicion 1 (aunque la selectividad no es perfecta, +/- 1 aa),
Para esta proteasa se han descrito dos genes BACE 1 y BACE 2. La BACE 1 es
codificada para un precursor de la enzima que tiene que ser activado por una proteasas

activadora, del tipo furin, para producir la proteasa madura BACE1%°.

Existen dos genes responsables de la secretasa vy, el gen de la presenilinas 1 (PS1) y el
gen de presenilinas 2 (PS2), los otros dos miembros de FAD descritos en poblaciones
humanas. Es una proteina con ocho dominios transmembrana que constituyen el
complejo “y-secretasa” compuesto por al menos otras tres proteinas: Nicastrina (Ncs),

Aph-1 (anterior pharynx-defective-1) y Pen-2 (presenilin enhancer-2), cuya mision es
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ayudar a constituir un complejo activo y favorecer la auto-proteolisis de PS1/2, para
conseguir la activacion de la actividad enzimatica que cortara APP en la posicion

correspondiente para generar las posiciones 40/42 /43 del péptido amiloide®.
3. Factores genéticos de predisposicion a la enfermedad de Alzheimer

Si bien hay solo descrito tres genes mutantes responsables de las variantes FAD, hay
una serie de alelos normales en la poblacion que han sido asociados a la mayor
predisposicion de padecer la enfermedad de Alzheimer. La mayor probabilidad de
presentar la patologia son la Apolipoproteina E (Apo E), Clusterin o Apolipoproteina J

(Apo J), la proteina PICALM v la proteina BIN1%'.

El primer factor descrito y mucho més estudiado que los deméas es ApoE. Hay tres
alelos posibles en la poblacion humana que segun la variacién de los aminoacidos
correspondientes a las posiciones 112 y 158 se denominan: Apo E 2, Apo E 3y Apo E
4. Cuando en la posicion de los aminoacidos (aa 112 aa 158) se encuentra Alelo
Cisteina-Cisteina (Apo E 2), Cisteina-Arginina (Apo E 3) Arginina-Arginina (Apo E 4).
Se sabe que tener dos alelos Apo E 4, o en algunas poblaciones tener una combinacion

Apo E 3/Apo E 4, da una mayor predisposicién a padecer la enfermedad®’.

Clusterin o Apo J es una proteina en cierta medida analoga, producida por astrositos y
como la Apo E esta implicada en el transporte de colesterol. Si bien las neuronas tienen
la capacidad de sintetizar el colesterol independientemente del aporte de la circulacién
sanguinea. Sobre PICALM y BIN1 hay menos informacion y se sabe que son proteinas
que tienen una funcién en la endocitosis mediada por receptor y probablemente su

disfuncion afecte el trafico sinaptico y/o axonal®.
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4. Teoria amiloidogénica

Las causas del Alzhéimer no estan esclarecidas por completo. Dentro de la multitud de
hipétesis que han surgido a lo largo de los afios, tal vez la teoria amiloidogénica es la
que tiene mayor difusion. Si bien otras teorias como un déficit colinérgico o un fallo
metabolico también han sido propuestas. La mas antigua de ellas, y en la que se basan la
mayoria de los tratamientos disponibles en el presente, es la hipotesis colinérgica, la
cual sugiere que gran parte del deterioro en EA se debe a una reduccion en la sintesis
del neurotransmisor: acetilcolina. Esta hipdtesis no se ha mantenido como hipétesis
general ya que los medicamentos que tratan una deficiencia colinérgica tienen reducida

efectividad en los estadios iniciales.

La hipétesis mas extendida propone que la acumulacion del péptido amiloide es
iniciador de la patologia, si bien una redefinicion mas moderna de esta teoria dice que la
posterior disfuncion neuronal seria a través de la fosforilacién y acumulacion de tau, ya
que esta acumulacion de polimeros de tau correlacionaria mejor con la severidad de la
demencia. Esta hipotesis fue inicialmente propuesta por Prof. J Hardy en 1991, y

posteriores articulos y datos fueron apoyando esta hipotesis®,*.

La hipdtesis se basa en los datos del andlisis y la caracterizacion molecular de las
mutaciones aparecidas como FAD. Tanto la mutacion en la proteina precursora del
amiloide como las mutaciones en presenilinas parecen correlacionar con mayor
capacidad para producir el péptidos amiloide ya sea A 40, BA 42 y BA 43, o en algunos
casos, mucho mas BA 42. Por otro lado, la sobreexpresion de muchas de estas variantes
en ratones transgénicos daba cuenta, en algunos transgénicos, de la acumulacién del

péptido amiloide humano y la generacion de parte de la histopatologia asociada a las
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placas seniles, como reaccion glial y muerte neuronal. Si bien estos transgénicos no
presentan acumulaciéon de tau, ni estructuras que puedan similarse a ONF, solo en

algunos casos hay un incremento de fosforilacion de la proteina tau™.

Este modelo incompleto de EA generd una gran discusion, por dos motivos: en primer
lugar por no poder justificar, hasta afios después, la falta de la segunda marca
histopatoldgica como son los actmulos intraneuronales ONF*. En segundo lugar,
porque las mutaciones solo explicarian en el mejor de los casos hasta el 10% de la
patologia y por tanto faltaria una explicacion y un mecanismo que nos justifiqgue como

generar el mismo fenotipo sin mutar APP, PS1 o PS2.

Un segundo grupo de discusion se establecié sobre cudl era el elemento téxico. La
teoria amiloidogénica propone que el péptido amiloideo no es solo un marcador de la
patologia, sino parte importante de su inicio. Por tanto, la definicion de como se inicia y
se acumula, y cudl es el elemento toxico cobro una importancia grande. Los primeros
datos pusieron de manifiesto que es el A40-42 polimérico y no el BA40-42 agregado el
elemento que era capaz de generar neurodegeneracion y muerte, en modelos de

neuronas aisladas, o en cerebros tras inyeccion extereotaxica.

La hip6tesis mas reciente propone que no es el amiloide polimérico de gran tamafio,
sino mas bien un oligémero de un tamafio discreto. Y desde estas observaciones se han
podido establecer una serie de mecanismos de neurodegeneracion que pueden ser
iniciados por el péptido amiloide, en el que se han indicado desregulacion de quinasas y
fosfatasas, toxicidad sinaptica, desregulacion del transporte axonal, desregulacion de

glutamato, modificacion de la homeostasis del calcio, y/o generacion de “radicales de
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oxigeno reactivos” (ERO)*. Ademés se ha demostrado un efecto adicional del péptido

amiloide en la glia®*°.

6. Teoria de la acumulacion de Tau

La segunda estructura que define un cerebro de EA son los ONF que estan compuestos
por dos tipos de filamentos poliméricos: filamentos helicoidales apareados y filamentos
rectos. La base de ambos es la proteina tau, como ya mencionamos. La proteina tau en
estos agregados tiene una estructura polimérica y esta ademas altamente fosforilada.
Como indicamos, la acumulacion y abundancia de ONF en algunas regiones del cerebro
correlaciona con el grado de demencia. La reformulacion de la teoria amiloidogénica se
produce cuando se presentan una serie de datos en un grupo de demencias como la
demencia fronto-temporal asociada al cromosoma 17 (FTDP-17) en la que se describe
una mutacién en la proteina tau®®. A partir de aqui se han descrito una serie de
mutaciones de tau, en las que la patologia conlleva demencia y acimulos de tau del tipo

ONFY’,

La generacion de ratones transgénicos para las proteinas mutantes en humanos, tau y
APP o tau, APP y PS1 generan fenotipos en cerebro que tienen una gran semejanza con

las imagenes de cerebros de Alzheimer conteniendo placas seniles y ONF %,

Esto hace reformular la teoria amiloidogénica en la que la disfuncion del APP vy la
subsiguiente modificacién y disfuncion de tau tienen una cierta continuidad. Si bien la
teoria amiloidogénica tiene una base experimental amplia, algunos de sus criticos
indican que esta parte no explica necesariamente como se genera la patologia en una
persona que no tiene alteraciones evidentes en los genes mencionados, y por tanto que

sin dejar de ser una parte importante de la progresion de la patologia (“obligatoria” si
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hay una de las mutaciones de FAD), no explica el origen en los casos esporadicos®. Por
tanto el estudio de los factores de riesgo'® y otros posibles factores metabélicos'®* o

vasculares sigue manteniendo un gran interés'%1%,

Desde el principio, la presencia de tau hiperfosforilado en los ONF generd un interés
importante en analizar las quinasas y fosfatasas responsables de su modulacién. Como
hemos indicado ONF estan compuestos fundamentalmente por polimeros de la proteina
tau, que es ademas una proteina casi exclusivamente neuronal lo cual hace de ella una

diana muy relevante en neurodegeneracion.

Ademaés, se han descrito mutaciones en tau en un grupo concreto de demencias. De
hecho en algunos de los primeros experimentos que correlacionaron el péptidos
amiloide con muerte neuronal permitié establecer un modelo celular en el que la
desregulacion de elementos de muerte se podian analizar de forma muy controlada y asi

se publicé que la adicion de péptidos PA1-40 o PA 1-42 polimerizado'®

, 0 en forma de
oligbmeros genera una hiperfosforilacion de la proteina tau en neuronas primarias de

hipocampo o de neuronas primarias de corteza de cerebro.

Esto permiti6 analizar y establecer una serie de elementos desregulados en el proceso de
muerte mediado por amiloide. Se describieron una serie de quinasa entre las que destaca
la glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3). Esta quinasa inicialmente descrita como
moduladora del metabolismo del glucégeno, posee un papel central en la modulacion de
factores de crecimiento como EGF, FGF, o neurotrofinas como NGF o BDNF'%>1%,
Ademas, GSK3 se acumula en ovillos, que interacciona con PS1 y es parte de la

neurotoxicidad mediada por amiloide'®. En modelos transgénicos murinos con sobre
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expresion de GSK3 genera degeneracion y muerte neuronal, en correlacion con un alto

nivel de fosforilacion de tau'®.
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Figura 1: Representacion esquematica de la hipotesis amiloidogénica y algunas de las
posibles formas de asociar las modificaciones que se podrian iniciar en la “patologia

esporddica”.

Anadlisis analogos han permitido establecer una serie de elementos que ademéas de GSK3
podrian ser responsables de la muerte neuronal mediada por amiloide (MARK, quinasas
de estrés como INK)'®y ha abierto la puerta para definir un grupo de dianas

terapéuticas nuevas que podrian dar opcion de buscar y generar nuevos farmacos contra

esta patologia.

El estudio mas exhaustivo de los pacientes “esporaddicos” serd fundamental para
entender mejor la base de la patologia en esta poblacion que es casi el 90%, para asi

poder proponer una hipétesis nueva o complementaria a la teorfa amiloidogénica®.
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El otro gran desafio que presenta EA es la obtencidn de un set amplio de biomarcadores
que permitan generar un diagndstico fiable en etapas tempranas. Cuanto méas temprana
sea este diagndstico, las pruebas clinicas de fases Il que se tiene que realizar en

pacientes, seran mas fiables y mas facil de interpretar''°,

Modelos experimentales.

Para el estudio de la EA se han desarrollado diversos modelos tanto in vitro como in
vivo. Desde 1902 se han utilizado roedores como modelo de estudio para la EA, que
van desde analisis genético hasta ratones transgénicos y “knock out”.
El motivo del uso de roedores para el estudio de enfermedades neurodegenerativas se
basa, principalmente, en el hecho de que cuando se llevan a cabo alineamientos
maltiples de secuencia, tanto de rata como de raton, éstos comparten un 97% de
homologfa entre secuencias menores a 100 kilobases''!. Esta homologia los hace un
buen modelo para estudiar la etiologia de este tipo de enfermedades en el humano.
Los ratones son la especie mas comun utilizada por su disponibilidad, dimension, bajo

costo, facil manejo y tasa rapida de reproduccion®*?.

El estudiar la enfermedad de Alzheimer ha sido dificil en ratones debido a que estos no
presentan realmente una patologia parecida a la del ser humano. Aunado a lo anterior, la
dieta y los factores ambientales son también diferentes en las dos especies'*®. Otro
factor que resulta importante es el tiempo de vida, lo roedores (rata y ratén) no duran
mas de dos afios y la enfermedad de Alzheimer requiere de tiempo para que se
desarrolle.

El uso de ratones transgénicos han sido una herramienta indispensable para lograr

entender ciertos mecanismos de enfermedades y sobretodo de expresion de genes™'. Sin
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embargo, debemos tener modelos para estudiar la enfermedad que nos permitan en un
periodo corto (meses), entender los mecanismos que podrian desencadenar la

enfermedad.

Neuroproteccion

La neuroproteccion es una estrategia terapéutica y profilactica que previene la pérdida
neuronal que ocurre en enfermedades del SNC ante diferentes situaciones
patoldgicas'™. Aunque inicialmente el término neuroproteccién solo definia la
proteccion de las neuronas, hoy se conoce que para garantizar la integridad del tejido
nervioso, las estrategias de neuroproteccion tienen que abarcar a todos los tipos
celulares del cerebro, lo cual incluye microglias, astrocitos, oligodendrocitos y células

endoteliales!®®.

En la EA se activan mecanismos enddgenos protectores. Estos resultados inducen al
planteamiento de un enfoque terapéutico alternativo para la proteccion neuronal que
considera la respuesta enddgena del cerebro como una opcién prometedora. La
administracion de algunos genes o de las proteinas que codifican y de factores
neurotréficos como la EPO han permitido la obtencion de resultados interesantes en
modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas e isquemia que se

relacionan con la inhibicién de la apoptosis neural inducida por las mismas™’.

Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina acida de 30kDa que se produce

fundamentalmente en el rifién por las células intersticiales peritubulares y regula la

118

eritropoyesis™". Inhibe la muerte celular programada en células eritroides, regula la
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proliferacion y diferenciacion de las células precursoras eritroides, permite la
maduracion de eritrocitos y esta involucrada en el proceso de formacion de otras células
hematopoyéticas. En dependencia de la composicion de carbohidratos la EPO se
presenta en la naturaleza en isoformas (o glicoformas) diferentes. Sus cadenas de
oligosacéridos presentan una composicion de carbohidratos diferentes, con excepcion
del &cido sialico que constituye el residuo terminal de ambos y cuya carga negativa le

confiere las caracteristicas acidas a la moléculat®®,

El higado es el 6rgano principal en la produccién extrarenal de EPO™®. La EPO también
se expresa en los tejidos que no participan en la eritropoyesis, tales como en la placenta,

el corazén y en el cerebro™?.

La EPO puede interactuar con receptores especificos, principalmente el receptor de EPO
(EPOR), un homodimero que pertenece a los receptores de citoquinas de clase 1, 0 a
través de la formacion de heterodimeros entre el EPOR con el receptor-p comin que
también puede interactuar con el factor estimulante de colonias de granulocitos y

macréfagos, interleucina 3 e interleucina 5%

El EPOR es una glicoproteina que esta
presente en los precursores de eritrocitos, en megacariocitos y células endoteliales; asi
como en células de la cresta neural y células madres embrionarias. Estudios han
confirmado la presencia de EPOR en tejidos no hemopoyéticos como en neuronas y

células de la glia del SNC'® en el endotelio vascular'®’, los pericitos'® y el

miocardio*?®.

La EPO producida en el cerebro es una molécula mas pequefia que la producida en el
riidn, no llega a la circulacion sanguinea y no es susceptible de ser eliminada en el

higado, por lo que la presencia de las moléculas de &cido sialico resulta innecesaria y es
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mas activa con bajas concentraciones de ligandos. Estas diferencias posiblemente son el
resultado de una reduccion en la sialilacion, lo que soporta el concepto de una funcion
paracrina de la EPO cerebral, ya que la EPO plasmaética requiere una extensa sialilacion
para prolongar su tiempo de permanencia en la circulacion'?’. En estudio reciente se
demostrd que existe una isoforma de la EPO en el suero humano que no presenta accion
eritropoyética probados en modelo murino. Ademas, protege las neuronas expuestas a

hipoxia de la apoptosis™?®

Se conoce que con el transcurso de los afios se incrementan los niveles de EPO en el
liquido cefalorraquideo, desarrollandose una correlacion positiva con la edad, lo que
puede ser interpretado como una respuesta fisioldgica de neuroproteccion enddgena. Se
plantea que la alteracion de la homeostasis de esta proteina puede jugar un papel

deletéreo en diferentes enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA*1%°,

Los efectos citoprotectores de la EPO se establecieron en varios 6rganos y en particular
el SNC. La EPO y el EPOR son sobreexpresados después de la lesion y la
neurodegeneracion neuronal, tal como en la corteza temporal y el hipocampo de los
pacientes con deterioro cognitivo leve o en la EA™. Sin embargo, altas concentraciones
de la EPO enddgena estan asociadas al incremento del riesgo de dafio cerebral en los

neonatos pretérmino extremos*.

Vias para hacer llegar moléculas al sistema nervioso central

Un elemento a tener en cuenta en el empleo de moléculas en el SNC, es la via de
administracion para obtener el efecto neuroprotector. En estudios experimentales se

suministra la EPOhr por via sistémica (intraperitoneal e intravenosa); pues existen
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evidencias de que la EPOhr cruza la barrera hematoencefalica y protege el cerebro

dafado en la isquemia cerebral de manera efectiva.

La EPOhr aplicada por via sistémica cruza la BHE en muy pocas cantidades para ser
util en la terapia de enfermedades del SNC, siendo necesaria la administracion repetida
de altas dosis lo que puede activar el proceso hematopoyeético, efecto indeseable pues se
elevaria el hematocrito y la actividad protrombética, conjuntamente con el aumento
resultante de la viscosidad de la sangre y todo esto conllevaria a una reduccion en la

eficacia de la perfusion cerebral™**.

La administraciéon sistémica de NeuroEPO tiene la desventaja que ésta resultaria
facilmente degradable a nivel hepatico por presentar menor cantidad de &cidos sialicos,

por lo que el uso de otras vias como la nasal evitaria su paso por el higado.

Se ha trabajado la posibilidad de explorar la ruta nasal para un transporte directo de
drogas desde la nariz al encéfalo en diferentes enfermedades'®*. Esto ha sido
demostrado en animales y humanos logrado gracias a que la region olfatoria tiene
atributos anatémicos y fisiologicos Unicos que definen vias extracelular e intracelular

hacia el SNC, que evaden la BHE™®.

La via nasal se emplea desde hace varios afios en la administracion de fa&rmacos para el
tratamiento de enfermedades locales como congestion nasal y otras afecciones con el
objetivo de lograr una terapia efectiva y no invasiva. Por la superficie que abarca, su
gran vascularizacion y las caracteristicas del epitelio, la mucosa nasal es altamente
permeable, favoreciendo el efecto terapéutico al evitar el metabolismo hepatico del
primer paso Y liberar rapidamente la sustancia activa, constituyendo una opcion viable y

atractiva para el suministro de macromoléculas como péptidos y proteinas*®.
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Las células receptoras olfatorias son las Unicas neuronas de primer orden cuyos cuerpos
celulares se localizan en el epitelio. Sus procesos dendriticos estan expuestos
directamente al ambiente exterior en la via nasal superior, mientras que sus axones no
mielinizados, luego de penetrar la membrana basal, se proyectan a través de las
perforaciones de la placa cribosa del hueso etmoides hacia los glomérulos sinapticos en
el bulbo olfatorio. En la superficie luminal las membranas de las células receptoras y las
sustentaculares estdn conectadas por complejos de union tipicos compuestos por tres
regiones: la zénula ocludens (es la més cercana a la superficie apical), la zonula
adherens y finalmente la méacula adherens. La primera forma una union estrecha
alrededor de la parte superior de la célula y controla la difusion de iones y moléculas

neutras a través de los espacios intercelulares.

Para que un farmaco se distribuya desde la region olfatoria en la cavidad nasal hasta el
LCR o el parénquima cerebral, tiene que atravesar el epitelio olfatorio, y dependiendo
de la ruta seguida, también la membrana aracnoidea. En principio se pueden considerar
tres rutas de transporte a través del epitelio olfatorio: la via endocitica sustentacular, la
via extracelular y la via axonal. En la primera ocurren procesos de endocitosis mediados

por receptores, endocitosis de fase liquida o por difusion pasiva.

El transporte por la via extracelular ocurre a través de las uniones estrechas o de
hendiduras abiertas en la membrana entre las células sustentaculares y las neuronas
olfatorias. Por la via axonal, el farmaco puede ser transportado a través de las neuronas
olfatorias (donde entra por mecanismos endociticos o pinociticos) hacia el bulbo

olfatorio, mediante transporte axonal intracelular™*’.
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La administracién IN puede ser utilizada para el tratamiento profilactico y/o terapéutico
ante distintos dafios agudos o cronicos del cerebro. Esta via de administracion podria ser
mucho mas segura y 10 veces mas rapida que la via endovenosa, utilizada para hacer
llegar farmacos al cerebro dafiado®. Ademés, en modelos de isquemia y en el modelo
de oclusion de la arteria cerebral media en ratas, se ha demostrado la eficacia de la
NeuroEPO administrada por via IN*. Por tanto, la via IN constituye hoy una de las
alternativas mas prominentes para hacer llegar drogas al SNC para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas como la EA™®,
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyeccion

intracerebroventricular del péptido fA2s-35

Se usaron ratones suizos machos, 6 semanas de edad y un peso de 31 £ 2 g, 1os mismos
fueron adquiridos de Saint Doulchard (Francia). Los ratones se mantuvieron en una sala
del bioterio de la Universidad de Montpellier. Los animales fueron distribuidos en siete
grupos de diez animales cada uno de la siguiente manera:

1. Grupo control que se trataron con solucion vehiculo por via nasal.

2. Grupo control que se trataron con Neuro-EPO 125 ug /Kg por via nasal.

3. Grupo control que se trataron con Neuro-EPO 250 pg /Kg por via nasal.

4. Grupo EA que se trataron con solucion vehiculo por via nasal.
5. Grupo EA que se trataron con Neuro-EPO 62,5 ug /Kg por via nasal.
6. Grupo EA que se trataron con Neuro-EPO 125 ug /Kg por via nasal.
7. Grupo EA que se trataron con Neuro-EPO 250 ug /Kg por via nasal.
Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576
Se usaron ratones Tg2576 que sobreexpresa APPswe, y ratones C57BL / 6 SJL tipo

salvaje controles, adquiridos de Taconic (Lelystad, Paises Bajos). Se recibieron

animales de 2 meses de edad que fueron alojados en el bioterio de la Universidad de
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Montpellier hasta su envejecimiento. Los animales fueron distribuidos en seis grupos de

diez animales cada uno de la siguiente manera:
1. Grupo control que se trataron con solucién vehiculo por via nasal.

2. Grupo control que se trataron con Neuro-EPO 125 pg /Kg por via nasal.

3. Grupo control que se trataron con Neuro-EPO 250 pg /Kg por via nasal.

4. Grupo EA que se trataron con solucién vehiculo por via nasal.
5. Grupo EA que se trataron con Neuro-EPO 125 pg /Kg por via nasal.
6. Grupo EA que se trataron con Neuro-EPO 250 pg /Kg por via nasal.

Todos los animales se mantuvieron con acceso libre al agua y los alimentos. En una
instalacion con temperatura y humedad controlada en un ciclo 12 horas luz-oscuridad
(luces a las 07:00 h). Los experimentos conductuales se llevaron a cabo entre las 9:00 y
las 17:00 horas, en un cuarto de experimentacion con sonido atenuado y aire regulado, a
la que se habituaron los ratones durante 30 min. Todos los procedimientos con animales
se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de la Directiva de la Union Europea de 22

de septiembre de 2010 (2010/63/UE).
Aplicacién intranasal

Se aplicé la via intranasal (IN) como esta establecido en las Guias para cuidado y uso de
los animales de laboratorio™®, se sujeté el animal y se colocé en declbito supino. Con
una pipeta automatica se aplicaron las dosis de cada protocolo en cada fosa nasal de
forma lenta esperando que cada gota fuera adsorbida lentamente por los animales, el

tiempo de aplicacion fue de 1 a 2 min.
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Administracion de medicamentos e inyecciones

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyeccion

intracerebroventricular del péptido fA2s-35

Los ratones fueron tratados por via intracerebroventricular (ICV), ya sea con el péptido
amiloide PAzs3s (9 nmol/raton), o con el vehiculo utilizandose como control, de
acuerdo con el método descrito previamente por Maurice T y col en 1996*. El péptido
procedia de Genepep (Francia). La preparacion homogénea del péptido oligomérico
BAgs.35 se realizd mediante la incubacion de la solucién de péptido durante 4 dias a 37
°C. El péptido se administré via intracerebroventricular (ICV) en un volumen final de 3

pl/ratén (concentracion final 3 mM).
Disefio experimental

La inyeccion del péptido PAzs.3s se realizo en el dia 0. La NeuroEPO se aplico tres
veces al dia (a las 08:00, 12:00 y 16:00 horas) en los dias del 1 al 4 después de la
inyeccion del péptido. La NeuroEPO fue administrada a razon de 62, 125, 250 pg /Kg
por via IN. Los grupos controles incluian a los animales tratados con vehiculo por la via

intranasal (IN) y con las dosis de NeuroEPO similares a las descritas anteriormente.

Las pruebas conductuales se les realizaron a los animales a partir del dia siete. Una
primera serie de los animales se ensayd en la prueba de alternancia espontanea
(evaluacién de memoria a corto plazo) en el dia siete después de la inyeccion del
péptido y la prueba de evitacion pasiva (evaluacion de la memoria a largo plazo) en los
dias 8-9. Una segunda serie de animales se realizaron pruebas para determinar el

aprendizaje en el laberinto de agua en los dias del 7 al 12 después de la inyeccion del
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péptido y luego en la prueba de reconocimiento de nuevos objetos (evaluacion de
elementos cognitivos) en los dias del 13 al 15. Una tercera serie de los animales fue
sacrificada en el dia siete después de los analisis de inyeccion del péptido para la
diseccion del hipocampo, la medicion de la peroxidacion lipidica y analisis por
Western/ blot. Una cuarta serie de los animales fue sacrificada en el dia siete después de
la inyeccion del péptido mediante perfusion transcardiaca con solucion de
paraformaldehido para realizar estudios histologicos e histoquimica como se muestra en

la figura 2.

NeuroEPO IN
Inyeccion A  ICV l

Mlol'lzl’l‘ls[‘l’l.l’lml"l"l"lul’sl

(a)| Atemanciaexpontinea T

SR80 AR A

Ewvitacion pasiva [_]

@)  Aprendzaje Tanque de toer
Morms, 1 . -

() Extracion del cerebro I
Estudios bioquimicos e
histolégicos

Figura 2. Esquema de tratamiento para modelo de Alzheimer por inyeccion
intracerebroventricular del péptido amiloide fA2s.35. La inyeccion del péptido se realizo
en el dia 0. La aplicacion de NeuroEPO IN se realizd tres veces al dia entre el primero
y cuarto dias. A partir del séptimo dia se realizan las pruebas conductuales de
alternacia esponténea, la evitacion pasiva los dias 8 y 9, el aprendizaje en el tanque de
Morris durante 5 dias y al dia siguiente la prueba de nado sin la plataforma ademas la
extraccion de los cerebros para estudios bioquimicos, histolégicos e histoquimicos.

Las drogas y series experimentales

Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576
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La NeuroEPO se aplicé por via IN tres veces al dia (a las 08:00, 12:00 y 16:00 horas)
tres dias a la semana, lunes, miércoles y viernes como se resumen en la Figura 3. El
tratamiento dur6 2 meses, los animales eran de 12 meses de edad en el inicio del
tratamiento (Figura 3a). Los animales de los grupos controles recibieron tampon fosfato
como vehiculo por via IN y la NeuroEPO se administr6 a dosis de 125 y 250 pg / Kg
por via IN. A los grupos de animales transgénicos se les aplicd el vehiculo y la

NeuroEPO de manera similar.

Los animales fueron examinados en la prueba de alternancia espontanea después de un
mes de tratamiento y después de dos meses de tratamiento. Posteriormente fueron
sometidos, a otros procedimientos de comportamiento como el aprendizaje en el
laberinto de agua y el reconocimiento de nuevos objetos. Al final de las sesiones de
conducta, los animales fueron sacrificados y se disecciond su hipocampo y su corteza
frontal en hielo para los analisis bioquimicos y otro grupo de animales fueron
perfundidos por via transcardiaca con paraformaldehido para estudios histolégicos e

inmunohistoquimica.
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Esquema de tratamiento semanal :
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Aplicacién IN Neuro-EPO

Protocolo Experimental:

11 | 12 | 13 | 14 Meses de edad

[ Tratamiento IN |
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Alternancia  Alternancia espontanea Extracionde cerebros

espontanea  Reconocimiento de Analisis bioquimicos e
nuevos objetos

Tanque de Morris

Inmunohistoquimicos

Figura 3. Esquema del modelo de animales transgénicos, aplicacion del tratamiento
con NeuroEPO a las dosis 125y 250 pg / Kg por via IN, tres veces al dia, tres veces a
la semana. Se comenzd tratamiento a los 12 meses de edad, durante dos meses
realizdndose las pruebas conductuales el primer mes y al finalizar el tratamiento
prueba del laberinto en Y (PLY), entrenamiento y prueba en el tanque de Morris (PTM)
ademas reconocimiento de nuevos objetos (RNO). Luego se sacrificaron para extraer
los cerebros para estudios bioquimicos e inmunohistoquimicos.

Pruebas conductuales

Alternancia espontanea en el laberinto Y (Evaluacion de memoria de trabajo

espacial)

Se realizaron a los animales las pruebas de rendimiento de la alternancia espontanea en
el laberinto, un indice de memoria de trabajo espacial. El laberinto esta hecho de cloruro
de polivinilo (PVC) gris. Los brazos se identifican como A, B y C. Cada brazo es de 40
cm de largo, 13 cm de alto, 3 cm de ancho en la parte inferior, 10 cm de ancho en la

parte superior, y convergieron en un angulo igual como se muestra en la figura 4. Cada

44



raton se coloco en el extremo de un brazo y le permite moverse libremente a través del
laberinto durante una sesion de 8 min. La serie de entradas en los brazos, incluyendo los
posibles rendimientos en el mismo brazo, se comprueba visualmente. Una alternancia se
defini6 como entradas en los tres brazos en ocasiones consecutivas. EI nimero de
alternancias maximas es, el nimero total de entradas en los brazos, menos dos, Y el

porcentaje de alternancia se calcul6 segun la formula siguiente:

Alternancias reales/ (alternancias méximas menos 2) x 100.

Parametros incluidos el porcentaje de alternancia (indice de la memoria) y el nimero

total de entradas en los brazos (indice de exploracion).

cO 8’
| ICABCBABCBCBABCBAB

NN

CABCBABCBCBABCBAB

V

Ndmero de Alternancia: 7
Namero total de entradas: 17
% de Alternancia: 7/(17-2).100= 46.7%

Figura 4. Laberinto de tres brazos. (Laberinto en Y) para calcular el indice de memoria
de trabajo espacial

Prueba de evitacion pasiva (Evaluacion de memoria no espacial a largo plazo)

El aparato consiste en un compartimiento iluminado con paredes de PVC blanco (15 x
20 x 15 cm de altura), un compartimiento oscuro con paredes de PVC negro (15 x 20 x
15 cm de alto) y un suelo de rejilla. Una puerta de guillotina que separa cada
compartimento. Se encendio una lampara de 60 W situada a 40 cm por encima del
aparato en el compartimento blanco durante el periodo experimental. Al suelo de la

rejilla se le aplico descarga eléctrica de 0,3 mA durante 3 seg usando un codificador
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generador de descargas (Lafayette Instruments, Lafayette, MA, EE. UU) como se
muestra en la figura 5. La puerta de guillotina se cerr6 inicialmente durante la sesion de
entrenamiento. Cada raton se coloc6 en el compartimento blanco. Después de 5 seg, la
puerta se levantd. Cuando el raton entrd en el compartimiento oscuro y colocé todas sus
patas en el suelo de rejilla, se cerrd la puerta con suavidad y fue aplicado la descarga
eléctrica durante 3 seg. Se registraron la latencia de paso, es decir, la latencia para entrar
en el compartimento oscuro, y el nivel de sensibilidad al choque. Este ultimo se evalu6
como: 0= sin sefial; 1= reacciones de inmutarse; 2= reacciones de retroceder y
vocalizacion. La prueba de retencion se realiz6 a las 24 horas después del
entrenamiento. Cada raton se coloc6 de nuevo en el compartimento blanco. Después de
5 seg, la puerta se levantd. La latencia del paso a través de la puerta de guillotina se
registré en un méaximo de 300 seg. Los resultados se expresaron como mediana y rango

intercuartilico (25 -75 %).

Latencia de entrada

- .

24 horas después | atencia de entrada

Lafencia de salida
]

Figura 5. Equipo de prueba de evitacion pasiva para evaluar la memoria no espacial a
largo plazo.
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Prueba de reconocimiento de nuevos objetos (evaluacidon de elementos cognitivos)

El aparato consistia en cuatro cuadrados de campos abiertos (50 x 50 x 50 cm de alto)
realizado en plexiglas blanco y colocado en un piso equipado con diodos de emisién de
luz infrarrojos (IR). La actividad locomotora de los animales y la posicion de la nariz
pudo ser capturado a través de una cdmara sensibles a IR y analizados mediante el punto
de vista de los softwares Videotrack ® y Nosetrack ®. El primer dia (sesion 1), se les
permitio a los animales aclimatarse durante 10 min al campo abierto. En el segundo dia
(sesion 2), se colocaron dos objetos idénticos (viales de plastico con tapas 50 ml) en
posiciones precisas, a %2 y ¥ de una diagonal de la arena. Cada ratén se coloco en el
campo abierto y la actividad exploratoria y la posicion de la nariz se registr6 durante 10
min. La actividad se analiza en términos de numero de contacto con los objetos y la
duracién de los contactos. En el tercer dia (sesién 3), el objeto en la posicion 2 fue
sustituida por un nuevo objeto (un plastico de protecciéon de pies de silla suave) que
difieren en forma, color y la textura del objeto familiar como se muestra en la figura 6.
Cada raton se coloc6 de nuevo en el campo abierto y la actividad exploratoria se
registr6 durante 10 min. La actividad se analiz6 de manera similar. El indice de
exploracion preferencial se calcul6 como la relacién del nimero (o duracion) de
contactos con el objeto en la posicion 2 sobre el numero total (o duracion) de los
contactos con los dos objetos. Los animales que presentaron menos de 10 contactos con

los objetos durante las sesiones de 2 0 3 se desechan de los célculos.
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Figura 6. Equipo de prueba de reconocimiento de nuevos objetos para evaluar
elementos cognitivos.

Aprendizaje en el laberinto de agua (Evaluacion de la memoria de referencia

espacial)

El laberinto de agua es una piscina circular (diametro 140 cm vy altura 40 cm). La
temperatura del agua es de 23 =1 ° C, la intensidad de la luz, las sefiales externas en la
habitacion, y la opacidad del agua fueron reproducidas. Se sumergio bajo la superficie
del agua durante el aprendizaje una plataforma antideslizante transparente de Plexiglas
(diametro 10 cm). La natacion se grabdé usando software Videotrack ® (Viewpoint,
Champagne -au -Mont- d'Or, Francia), usado para el analisis de las trayectorias como
las latencias y las distancias. El software divide la piscina en cuatro cuadros como se

muestra en la figura 7.

Aprendizaje: entre los dias 7 a 11 después de la inyeccion del péptido, la capacitacién
consistio en 3 nados por dia durante 5 dias, con 20 min de intervalo de tiempo entre los
ensayos. Comenzando en las posiciones fijadas en cada limite entre los cuadros, que
fueron seleccionadas al azar y cada animal se le permiti6 90 seg de natacidon para
encontrar la plataforma. La latencia de natacién se midi6 utilizando un cronémetro. Los
animales se dejan en la plataforma durante 20 seg. Los animales que no encontraron la

plataforma después de haber transcurrido 90 seg se colocaron en forma manual y se
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dejan durante 20 seg. La latencia media se calculé para cada dia de entrenamiento y

expreso para el grupo experimental como media + DS.

Retencion: 24 horas después de la Ultima sesion de aprendizaje se realizd una prueba de
exploracion, en el dia 12. La plataforma fue retirada y a cada animal se le permitio una
natacion libre durante 60 seg. La posicion de inicio para cada raton se corresponde con
una de las dos posiciones alejadas de la localizacion de la plataforma (cuadro 1y I11). El
nado en la piscina se grabo usando software Videotrack ®, se analiz6 el tiempo de

permanencia en el cuadro de entrenamiento (T).

I
q \ Entrenamiento Prueba
v Tanquem D
1l de

Morrisw I

s l2f=]] =]

7 8 .
| 7] # [ oras

000 000 000 000 0OQ [ wamero de nads

Figura 7. Equipo de prueba de aprendizaje en el laberinto de agua para evaluar la
memoria de referencia espacial.

Estudios bioquimicos

Medidas de peroxidacion lipidica

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y luego decapitacion por guillotina
el séptimo dia después de la inyeccion del péptido BAzs.3s. LOS cerebros se retiraron
rapidamente, el hipocampo fue diseccionado, se pesaron, se congelaron en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80 ° C hasta que se realiz6 el analisis. Después de la
descongelacion, el hipocampo se homogeniz6 en metanol frio (1/10 w / v), se centrifugd
a 1000 g durante 5 min y al sobrenadante recogido se le afiadié una solucién que

contiene 1 mM de FeSO,4, H,SO4 0,25 M, xilenol naranja a 1 mM y se incubaron
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durante 30 min a 37 ° C. Se midi6 la absorbancia a 580 nm (A5801), 10 uL de
hidroperdxido de cumeno (CHP) a 1 mM se afiadié a la muestra y se incubé durante 30
min a 37 ° C, para determinar el nivel de oxidacion maxima. Se midio la absorbancia a
580 nm (A5802). El nivel de peroxidacion lipidica se determiné como equivalentes de

cogeneracion de acuerdo a la siguiente ecuacion:

eq CHP = A5801/A5802 x [CHP (nmol)] x dilucion

Calculado como eq CHP por peso de tejido himedo y se presenta como porcentaje del

valor del grupo de control.

Analisis por Western blot

Para la determinacion de Bax, fosfo-Akt (pAkt), Akt, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical y luego decapitacion por guillotina el séptimo dia después de la
inyeccion del péptido BAzs3s. El hipocampo se obtuvo en placa de vidrio enfriada con
hielo y se almacen6 a -80 ° C. Los tejidos del hipocampo se homogeneizaron en tampon
de extraccion enfriado con hielo que contenia dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% y los
inhibidores de la proteasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Los
homogeneizados se calentaron a 70 ° C durante 10 min y se centrifugé a 14 000 g
durante 30 min a 4 ° C. La concentracién de proteina se determind utilizando el kit BCA
Pierce (Pierce Biotecnologia, Rockford, IL, EE. UU.), segin las instrucciones del
fabricante. Cantidades iguales de proteina, 40 ug, se corrieron en una electroforesis en
gel de SDS-poliacrilamida al 12 %, a continuacion, se transfirieron con la aplicacion de
un campo eléctrico a una membrana de transferencia de nitrocelulosa (0,45 mm,
Schleicher & Schuell). Las membranas se bloguearon a continuacién durante 30 min a

temperatura ambiente con 5 % de leche desnatada en solucion salina tamponada con
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Tris 20 mM, pH 7,6, que contiene 0,1 % de Tween 20. Las membranas se incubaron a 4
° C durante la noche con un anticuerpo monoclonal de conejo anti-Bax a una dilucion
1:2000, (2772, Sigma, EE. UU.), ratén anti-pAkt a una dilucion 1:2000 (4060P), o de
raton anti-Akt a una dilucion 1:2000 (9272, Sigma, EE. UU.), se lavd, durante 30 min
en Tris salino tamponado (TBS) (50 mM Tris-NaCl 150 mM, pH 7,5) y luego se
incubaron durante 2 h con un anticuerpo de cabra anti-ratbn o anti-anticuerpo
secundario de conejo a una dilucion 1:2000 cada uno de la firma Sigma-Aldrich. La
actividad de la peroxidasa se revelé mediante el uso de reactivo de quimioluminiscencia
mejorada (Millipore), cuantificandose mediante un sistema de imagenes de Li-
CorOdysseyFc (Li-Cor, Lincoln, NE, EE. UU.). Los resultados se normalizaron con
respecto a los valores de control de la anti B-tubulina (Sigma-Aldrich) a una dilucién

1:5000 y se presentan como porcentaje del valor del grupo de control.

Ensayos de ELISA

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y luego decapitacion por
guillotina. El hipocampo y la corteza se diseccionaron en hielo, se pesaron, se
congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis. Después de
descongelar, el tejido cerebral se homogeneiz6 en una solucion tampén TBS durante 20
seg. Después de centrifugacion a 16 100 g durante 15 min a 4 ° C, se utilizaron los
sobrenadantes para los ensayos de ELISA de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los Kits comerciales utilizados se resumen en la Tabla 1. Para cada ensayo,
la absorbancia se leyd a 450 nm y la concentracion de la muestra se calcul6 utilizando la
curva estandar. Todas las muestras se ensayaron por triplicado o duplicados. Los
resultados se calcularon como pg o ng de marcador por mg de proteina y expresados

como % de los datos de control tratado con vehiculo.
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Tabla 1. Juegos comerciales y anticuerpos usados para analisis de ELISA.

Marcador ELISA Referencia Suministrador

TNFa EMTNFA ThermoScientific Courtaboeuf

IL-1B E90563Mu USCN, Wuhan, Republica
Popular de China

GFAP SEA068Mu Cloud-Clone/Uscn

Iha-1 SEC288Mu Cloud-Clone/Uscn

Bax SEB343Mu Cloud-Clone/Uscn

Bcl2 SEA778Mu Cloud-Clone/Uscn

TNFa SEA133Mu Cloud-Clone/Uscn

FasL SEA031Mu Cloud-Clone/Uscn

Actividad Caspase-3 ab39401 Abcam

BA14 KHB3441 Invitrogen

Estudios histolégicos

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyeccion

intracerebroventricular del péptido fA2s-35

Cada raton se anestesio por inyeccion intramuscular (IM) de ketamina, 80 ug / Kg y
xilazina, 10 pg / Kg y se perfundié por via transcardiaca con 50 mL de solucion salina
seguido de 50 mL de paraformaldehido al 4 %. Se extrajeron los cerebros y se
mantuvieron durante la noche en paraformaldehido al 4 % para su fijacion. Los cerebros
se cortaron en secciones coronales (30 micras de espesor) usando un vibratomo
(VT1000S, Leica, Alemania). Las secciones seriadas se seleccionaron para incluir la

formacion del hipocampo y se colocaron en portaobjetos recubiertos de gelatina.

Las secciones fueron tefiidas con violeta de cresilo al 0,2 % (Sigma-Aldrich), después se

deshidrataron con etanol en grado creciente, se trataron con tolueno y se montaron con
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medio DePeX (BDH laboratorios, Poole, Reino Unido). El examen de la zona CAl se
realiz6 en campos situados entre las coordenadas (-1,90 y -2,30) desde el bregma
antero-posterior y las coordenadas laterales (£1,50 a +1,75) de acuerdo a lo desarrollado

or Paxinos y Franklin'*, utilizando un microscopio de luz (Dialux 22, Leitz).
P p

Los cortes fueron digitalizados a través de una cdmara CCD (Sony XC-77CE) con el
NIH Image] ® software (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.)*? para procesar facilmente la
medicién de la region de CAL y el conteo de las células piramidales. Los datos fueron
calculados como la media de 6-11 cortes por animal y 6-8 animales por grupo, y se

expresaron como numero de células piramidales CA1 viables por milimetro para cada

grupo.
Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576

Cada raton fue anestesiado con inyeccion IM de ketamina, 80 mg / kg, y xilazina, 10 mg
/ kg, y rapidamente fué perfundido por via transcardiaca con 50 ml de solucion salina
seguido de 50 ml de paraformaldehido al 4%. Los cerebros se retiraron y se
mantuvieron durante la noche en la solucién de paraformaldehido al 4 % mantenido
durante varios dias y luego se procesaron para incluirlos en parafina. Ellos fueron
cortados en secciones coronales (3 a 5 micras de espesor usando un micrétomo HISTO-
LINE laboratorios MR3000). Las secciones seriadas se seleccionaron para incluir la
formacion del hipocampo y se colocaron en portaobjeto. Los datos fueron calculados
como la media de 4-6 rebanadas por animal y 3-5 animales por grupo, y se expresaron

como numero de células piramidales CA1 viables por milimetro para cada grupo.
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Procedimiento inmunohistoquimico.

Las laminas se incubaron a 60°C durante 30 min. Posteriormente, se desparafinaron en
xilol (4 x 15 min) y se rehidrataron en una serie de alcoholes a concentraciones
descendentes (100, 90, 70, 50 %) hasta agua corriente. Se siguieron los procedimientos
histologicos habituales. Las muestras se lavaron en agua corriente 15 min, agua

destilada 10 min y TBS 5 min.

Para la evaluacion de la reactividad de los anticuerpos GFAP marcador de células de la
glia y 6E10 marcador de placas amiloides las muestras se pre-trataron con una solucién
de buffer citrato a 97°C durante 20 min. Las laminas se lavaron durante 15 min con
agua corriente, 10 min con agua destilada y 5 min con TBS antes de proseguir con el
procedimiento inmunohistoquimico. Para el anticuerpo Ibal marcador de microglia no
se realizo pre-tratamiento. A continuacion, se bloqued la actividad de la peroxidasa

enddgena (Dako, K5207) durante 10 min y los cortes se lavaron con TBS durante 5 min.

Las muestras se incubaron con los anticuerpos durante 30 min a temperatura ambiente,
acorde al disefio experimental. Como control negativo se empled la sustitucion del AcM
por solucion TBS. Transcurrido el tiempo de incubacién con los anticuerpos primarios,
las muestras se lavaron de forma independiente y se mantuvieron durante 5 min en TBS.
Los cortes de tejidos se incubaron con el sistema de deteccion (Ver Tabla 2) durante 30

min a temperatura ambiente en cada uno de los pasos.

Después de la incubacion con los sistemas de deteccion, las muestras se lavaron durante
5 min con TBS. La reaccion enzimatica se reveldé con DAB (Dako, K3465) durante 10
min. Se monitored la misma bajo el microscopio optico. El revelado de la actividad

enzimatica se detuvo en agua corriente y las laminas se contrastaron con Hematoxilina
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de Mayer (Dako, S2020). Las muestras se dejaron secar al aire y se montaron con medio

de montaje sintético Cytoseal ™ 60 (Richard-Allan Scientific 8310-16).

Tabla 2. Sistemas de deteccion empleados en el estudio inmunohistoquimico.

Sistema de deteccién
Estudio

ler Paso 2do Paso

Expresion de GFAP vy | AcP anti-Raton/biotinilado
6E10 en cerebro de ratdon | (Dako ARK 3954, USA)
APPswe Dilucion 1:100

Estreptavidina/Peroxidasa
(Dako K0690, USA)

Expresion de Ibal en | polimero/Peroxidasa (Dako E0354, Carpinteria, USA)
cerebro de raton APPswe

Leyenda. GFAP, proteina acida gliofibrilar; 6E10, marcador de placas amiloide; Iba
1, marcador de microglias.

Andlisis estadisticos

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyeccion

intracerebroventricular del péptido fA25-35

Los datos se analizaron usando un analisis de varianza unidireccional o de dos vias
(ANOVA, valor de F), seguido de la prueba de Dunnett. Los datos obtenidos de las
pruebas de evitacion o de latencias pasivas de natacién no mostraron una distribucion
normal ya que se establecié un tiempo limite. Los datos de evitacion pasiva se
expresaron como mediana y rango intercuartil y fueron analizados utilizando el analisis
de varianza no paramétrico de Kruskal -Wallis (valores de H). Las comparaciones de
grupos se realizan con pruebas no paramétricas de comparaciones multiples de Dunn.
La sensibilidad de choque también se analizd6 usando ANOVA no paramétrico. Los
perfiles de aprendizaje en el laberinto de agua se analizaron mediante ANOVA no
paramétrico repetida medida de Friedman (valor Fr), seguido de una prueba de Dunn o

de U de Mann -Whitney para las comparaciones post- hoc. Los datos del tanque de
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Morris se presentaron como el tiempo pasado en los cuadros. La presencia en el cuadro
T se analiz6 utilizando una muestra de prueba de t frente al nivel de azar (15 seg). El

nivel de significacion estadistica fue de p < 0, 05.

Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576

Los datos fueron analizados utilizando un andlisis de varianza unidireccional o de dos
vias (ANOVA, valor de F), con el genotipo y el tratamiento NeuroEPO como factores
de comparacién post hoc se realizaron mediante la prueba de Dunnett 0 una muestra
prueba de t, segun se especifica. La carga amiloide se analiz6 utilizando una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis ANOVA (valor H), ya que las diferencias no eran
iguales entre los grupos. Comparaciones post-hoc se realizaron utilizando una prueba de
Dunn. Los perfiles de aprendizaje en el laberinto de agua se analizaron mediante
ANOVA (valor Fr) medida repetida de Friedman como prueba no paramétrica, seguido
de una prueba de U de Mann-Whitney para las comparaciones post-hoc de Dunn. Los
datos de prueba sin la plataforma se presentaron como tiempo de permanencia en los
cuadros. Presencia en el cuadro T se analiz6 utilizando una muestra prueba de t frente al
nivel de azar (15 seg). La preferencia por los objetos, se analiz6 utilizando una muestra
prueba de t frente al nivel de azar (50%), calculado a partir del niGmero de contactos con
los dos objetos. Todos los resultados del ANOVA estan detallados en las leyendas de
las figuras, para la lectura con claridad. El nivel de significacion estadistica fue de p
<0,05. Cuando el valor de ANOVA fue <1, no alcanzé significaciones cualesquiera que

sean los grados de libertad. Por lo tanto, se indica como tal (F <1).

En ambos modelos se realizaron estudios a nivel molecular, celular y de organismo que

se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Resumen de estudios realizados en ambos modelos.

NIVEL DE
ORGANIZACION

EFECTO EN LOS

ANIMALES

Estudio realizado

NIVEL MOLECULAR

Estrés Oxidativo

Peroxidacion de lipidos

Neuroinflamacion

TNFa, IL1pB, Ibal, GFAP

Estrés mitocondrial

Caspasa 3

Apoptosis

Akt, Bax, Bcl 2 y Fas L

Niveles de BA1.42 soluble e insoluble

NIVEL CELULAR

Neuroinflamacion

Inmunohistoquimica de
microglia Ibal y glias
GFAP

Perdida celular

Tincion de Cresil violeta

NIVEL DE ORGANISMO

Déficit de aprendizaje y
memoria

Alternancia espontanea en
el laberinto Y (Evaluacion
de memoria de trabajo
espacial a corto plazo

Tanque de Morris (Prueba
de reconocimiento espacial
a largo plazo)

Prueba de evitacion pasiva
(Evaluacion de memoria no
espacial a largo plazo

Reconocimiento de nuevos
objetos  (evaluacion de
elementos cognitivos)
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RESULTADOS

Experimento 1: Efecto de la NeuroEPO en modelo agudo de
Alzheimer por inyeccion intracerebroventricular del péptido
amiloide fa 25.3s.

Alternancia esponténea en el laberinto Y (Evaluacién de memoria a corto plazo)

A los animales inyectados con el péptido BA2s.35 que fueron tratados con NeuroEPO se
les realizo la prueba de alternancia espontanea el dia siete después de la inyeccion del
péptido (Figura 8). El tratamiento con el péptido BA ,5.35 condujo a una disminucion
significativa p <0,05 en la alternancia espontanea con respecto a los animales controles,
que fue blogueado de manera significativa, p <0,05, por la NeuroEPO en la dosis de 125
pug / Kg. La NeuroEPO no produjo ningln efecto en los animales controles a las

diferentes dosis ensayadas. n =16-22 animales por grupo.

75

70+

i

Alternacia espontanea (%)
*

Veh 125 250 Veh 62 125 230

Control — BAsas —
Neuro-EPO (ug/Kg IN)

Figura 8. Efecto de la NeuroEPO contra el déficit de aprendizaje en la alternancia
espontanea inducido por BA s.35 en ratones. * p <0,05 animales tratados con A 535 |
vehiculo contra los animales Control / vehiculo. # p <0,05 animales tratados con A 2s.

35 NeuroEPO 125 pg / Kg contra animales tratados con A .35/ vehiculo
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Prueba de evitacion pasiva (Evaluacion de memoria no espacial a largo plazo)

El grupo tratado con el péptido BA 25.35 mostro una disminucion significativa p <0,05 en
la latencia de entrada a través de la evitacion pasiva, prueba de memoria no espacial a
largo plazo. El tratamiento NeuroEPO previno el déficit de manera significativa p <0,05
y p<0,01 en todas las dosis ensayadas. La NeuroEPO no produjo ningun efecto en los

animales controles a las diferentes dosis ensayadas. n =22-27 animales por grupos.

300 . —

# # i
) II<I

Veh 125 2560 Veh 62 125 250
Control BA;s 35
NeuroEPO (ug/Kg IN)

N
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F
|
|

2
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o

Latencia de entrada (seg)
I

o

Figura 9. Efecto de la NeuroEPO contra el déficit de aprendizaje en la evitacién pasiva
inducido por PA ;535 €n ratones. * p <0,05 animales tratados con BA »s.35 | vehiculo,
contra los animales Control / vehiculo. # p <0,05 y ## p <0,01 grupo A 535 |

NeuroEPO 125 g / Kg) contra animales con 4 »s.35/ vehiculo. Prueba de Dunn
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Aprendizaje en el laberinto de agua (Evaluacion de la memoria de referencia
espacial)

Para los grupos tratados con Neuro-EPO en dosis de 125 y 250 ug/kg, el anélisis de
perfiles de aprendizaje mediante el test ANOVA de Friedman mostro que las latencias
en los grupos Control / vehiculo, p < 0,0001, Control / NeuroEPO 125 ug / Kg, p <0.01
y BA 235 / vehiculo, p < 0,001, disminuyeron significativamente durante el
entrenamiento (Figura 10a). Sin embargo, los animales del grupo, BA 2s.35 / vehiculo
aparecieron menos eficiente durante los Gltimos dos ensayos, ya que la duracion de la
natacion, en comparacion con los ratones Control / vehiculo fueron significativamente

mayores (Figura. 10 a). n = 16 animales por grupo.

El tratamiento con NeuroEPO a 125 ug / Kg permitié una mejora significativa del perfil
de adquisicion, p < 0,0001, n = 20, en comparacion con los ratones tratados BA 2535/
vehiculo, y se alcanzd significacion estadistica para el ensayo 5 (Figura 10b). Prueba de

Dunn en (a, b).

Durante la prueba de retencion, los animales de los grupos Control / vehiculo y Control
/ NeuroEPO 125 pg / Kg pasaron mas tiempo en el cuadro T, lo que muestra un
aprendizaje mas efectivo de la posicion de la plataforma (Figura 10 c¢). El grupo BA 2s5.35
/ vehiculo no logré mostrar un tiempo de presencia mas alto que el nivel de azar 15 seg
(Figura 10 c) al igual que el grupo con tratamiento NeuroEPO 125 ug / Kg, pero no asi
con 250 ug / Kg lo que atenua el déficit (Figura 10 c). Al mismo tiempo, comprobamos
que ninguno de los tratamientos altera la velocidad de natacion de los animales (Figura

10 d).
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Entrenamiento de nado

Latencia de nado (seg)

(7]
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104

Presencia en cuadrante T (%)
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T
|
|
|
|
|

Veh 125 Veh 12_5 250
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Entrenamiento de nado

%_,

757

60

30

15

2

3 4 5 dias

- - Control/ Vehiculo
® BA 5535 Vehiculo
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0

Veh 125 Veh 125 250

Control
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Figura 10. Efecto de la NeuroEPO contra el déficit inducido en ratones por el péptido

SA 2535 en el aprendizaje del laberinto de agua: (a, b) los perfiles de adquisicion

durante el entrenamiento de nado, (c) la prueba de retencién y (d) la velocidad de

nado. En (b), el perfil de los animales controles Control / vehiculo se indica mediante

una linea de puntos. En (c), el nivel azar (15 seg) se perfila mediante linea discontinua.

* p <0,05, ** p<0,01 contra grupo Control / vehiculo; # p < 0.05 contra el mismo

grupo tratado con BA ;s.3s/vehiculo, * p<0,05 frente a nivel azar (15 seg), una muestra
de Prueba de t en (c). p> 0,05 en (d).
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Medidas de peroxidacion lipidica

Como se muestra en la Figura 11. La inyeccion del péptido BA 25.35 indujo un aumento
de un 86 % en la peroxidacion de lipidos (Figura. 11). Estos aumentos fueron
totalmente bloqueados por el tratamiento NeuroEPO, a las dosis 125 y 250 ug / Kg
p<0,0001, n=10-12 animales por grupos. El tratamiento con NeuroEPO a las dosis

ensayadas no tuvo efecto en los animales controles.
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Peroxidacién de lipidos en
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Veh 125 250 Veh 62 125 250

Control — BAssas
NeuroEPO (ug/Kg IN)

Figura 11. Efecto sobre los niveles de peroxidacion lipidica en el hipocampo, 7 dias
después de la inyeccion del péptido fA 535 en ratones. (***) p <0,001 animales
tratados con (PA 5-35 1 vehiculo) contra los animales (Control / vehiculo). (*) p <0,05y
(# # #) p < 0.0001 animales tratados con (PA 25-35 | NeuroEPO) contra el grupo de

animales (PA 535/ vehiculo) Prueba de Dunnett.
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Analisis por Western blot

La induccion de la apoptosis en el tejido cerebral se evalué por un método semi-
cuantitativo, mediante el analisis del nivel de la proteina pro-apoptotica Bax por
Western blot como se muestra en la Figura 12. La inyeccion del péptido 4 ;s.35 indujo
hasta 101 % de aumento significativo p<0,0001 en la relacion de Bax/B-tubulina. El
tratamiento con NeuroEPO a 125 pg / Kg disminuyo significativamente p<0,0001 el

aumento inducido por el péptido BA 25.35. El tratamiento con NeuroEPO sobre el nivel

de Bax no tuvo efecto en los animales controles.

Bax e 15 KDa
bTub T —  S— 49 KDa
250

200 - l

HitH

|

Veh 125 Veh 125
Control BA 2535

NeuroEPO (ug/Kg IN)

Expresion de Bax (% control)
o & 8 &
| | |

Figura 12. Efecto de NeuroEPO sobre: niveles de la expresion de Bax en el hipocampo,
7 dias después de la inyeccion del péptido 4 25.35 en ratones. La expresion de Bax se
calculd como la relacion Bax/f-tubulina todos los datos expresados como porcentaje
del control / vehiculo. # # # p < 0.0001 contra el grupo f4 2535/ vehiculo; Prueba de

Dunnett, n=11-12 animales por grupos.
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La activacion de Akt se evalu6 mediante la cuantificacion de la relacién entre la forma
fosfoactiva (Ser473)-Akt sobre el total de Akt como se muestra en la Figura 13. El
péptido BA 2535 indujo una disminucidn significativa p<0,05 de 55 % en la relacion P
(Ser473) Akt/Akt. El grupo tratado con NeuroEPO a 125 pg / Kg impidié de manera
significativa p<0,001 la disminucién inducida por péptido SA 2535 en P (Ser473)
Akt/Akt. El tratamiento con NeuroEPO no tuvo efecto en los animales controles. n=11-

12 animales por grupos.

P(S473)Akt W — W 70 KDa

Akt T m——_——, 70KDa
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Control BA 25.35
NeuroEPO (ug/Kg IN)

Figura 13. Efecto la NeuroEPO sobre la activacion de Akt en el hipocampo, 7 dias
después de la inyeccion del péptido PA 2535 €n ratones. * p < 0.05, grupo tratados con
PBA 2535 | vehiculo contra grupo (Control / vehiculo. # # # p <0,001 grupo fiA 2535/
NeuroEPO 125 pg / Kg contra el grupo de animales A .35 | vehiculo; Prueba de
Dunnett.
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Ensayos de TNFa e IL-1p por ELISA

El péptido A4 2535 indujo un aumento muy significativo p<0,001 en los niveles de TNFa
hasta un 187 % (Figura. 14). El tratamiento con NeuroEPO 125 pg / Kg bloque6 de
manera significativa p<0,001, el aumento inducido por el péptido B4 2535 en los niveles

de TNFoa. El tratamiento con NeuroEPO no tuvo efecto en los animales controles. n=11-

* kK
: | e
. I ‘ I
0

Veh 125 Veh 125

Control BA 5535
NeuroEPO (ug/Kg IN)

12 animales por grupo.

w
Iy

N
i

N
P

-—
P

-—
P

Niveles TNFa (pg/mg de tejido)

=)
l

Figura 14. Efecto de la NeuroEPO sobre los niveles de TNFa en el hipocampo de
ratones inyectados con el péptido 4 25.35. ***p<0.001 animales tratados con A 5.35/
vehiculo frente al grupo Control / vehiculo, # # # p <0,001 animales con A 25.35
NeuroEPO 125 ug / Kg contra el grupo tratado f4 ,5.35/ vehiculo; Prueba de Dunnett.
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El péptido BA 25.35 también indujo un aumento significativo p<0,001 en los niveles de
IL-1B hasta 155 %. El tratamiento con NeuroEPO 125 pg / Kg, bloquedé de manera
significativa p<0,001 el aumento inducido por el péptido B4 2535 en los niveles de IL-

1B. El tratamiento con NeuroEPO no tuvo efecto en los animales controles. n=11-12

*kk
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1 |
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Veh 125
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Control BA 5535
NeuroEPO (ug/Kg IN)

animales por grupos.

Niveles IL-1B (pg/mg de tejido)

Figura 15. Efecto de la NeuroEPO en los niveles de IL-1f en el hipocampo de ratones
inyectados con el péptido 4 25.35. *** p<0.001 animales tratados con 4 »s.35/ vehiculo
frente al grupo tratado Control / vehiculo, # # # p <0,001 animales tratados con A 2s.
35 / NeuroEPO 125 pg / Kg contra el grupo tratado fA4 ,s.35 / vehiculo; Prueba de

Dunnett.
Medidas histoldgicas

Para evaluar el impacto de los tratamientos de EPO en la integridad de las células
cerebrales, se analizaron las células viables de la capa piramidal en la region CAL del

hipocampo, mediante la coloracién de violeta de cresilo. Se observo que la capa de
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células piramidales adoptd un aspecto desorganizado con celulas tumefactas con
nucleos pigndticos después de la inyeccion del péptido 4 ,5.35 (Figura 16a); mostrando
la recuperacion de las células del hipocampo en los grupos controles y lesionados
tratados con NeuroEPO 125 pg / Kg similares a las células del grupo control tratado con
vehiculo. El tratamiento con NeuroEPO 125 pg / Kg, dio como resultado un bloqueo
altamente significativo p<0,0001 de la pérdida de células, con un aumento en el nimero

de células viables contadas (Figura 16 b). n=6-8 animales por grupo.

Control/Vehiculo

o

4 it

*kk

Células viables (nv/mm)
N
S

Veh 125 Veh 125
Control BA 2535
NeuroEPO (ug/Kg IN)

Figura 16. Efecto de la NeuroEPO en la toxicidad inducida por el péptido fA4 2s.35
inyectado ICV en ratones. La pérdida de células piramidales en el &rea CA1 de la capa
de células piramidales del hipocampo, 7 dias después de la inyeccion del péptido 4 2s.
35. Microfotografias representativas de secciones coronales del hipocampo subcampo
CAL tefiido con cresil violeta. La barra de escala =50 um. (b) Los niveles promedios de
las células viables, se contaron 6-11 rebanadas por ratones y 6-8 ratones por grupo.
*** P<0.001 frente al grupo tratado (Control / vehiculo); (# # #) P<0.001 contra el
grupo tratado (PA 2s.35/ vehiculo); Prueba de Dunnett.
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DISCUSION

En el presente estudio, se aportan pruebas de la neuroproteccion inducida por la
administracion de NeuroEPO por via IN frente al déficit de memoria y la toxicidad
inducida por la agregacion del péptido 4 25.35 una semana después de su inyeccion ICV

en los cerebros de los ratones suizos machos.

En primer lugar, se analiza el déficit de aprendizaje inducidos por el péptido, y la
afectacion severa de varias formas de memoria. Examinando la alternancia espontanea
en respuesta a la memoria de trabajo espacial, se evalud la evitacion pasiva como
respuesta a una memoria no espacial a largo plazo y la evaluacion de la memoria de

referencia espacial.

La NeuroEPO IN fue eficaz con las dosis de 125 y 250 pug/Kg en la mayoria de las
pruebas utilizadas. Estas dosis fueron empleadas previamente en modelos de isquemia
cerebral en gerbos de Mongolia para proporcionar neuroproteccion'®. Los efectos
directos podrian estar relacionados con la mejoria de las capacidades de aprendizaje
observados después de los tratamientos NeuroEPO en los experimentos. La proteccion
lograda en los animales tratados podria ser explicada por mecanismos que ya han sido

estudiados para la EPO, aungue no podemos excluir otros méas especificos.

Se ha reportado que la EPO impacta directamente en la plasticidad y la liberacion
sinptica de los neurotransmisores, particularmente en la region del hipocampo. Un
tratamiento con EPO durante cinco dias en un modelo de EA en ratas mejord la
potenciacion a largo plazo, una alteracion de la plasticidad sinaptica a corto plazo y la

transmision sinaptica, cambiando el equilibrio de la actividad excitadora e inhibidora**.
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Se ha reportado que en animales tratados con EPO, las redes de neuronas primarias del
hipocampo desarrollaron una menor actividad global. Estos efectos resultaron en una
mejoria de la memoria dependiente del hipocampo por modulacion de la plasticidad, la
conectividad sinaptica y la actividad de las redes neuronales relacionados con la

memoria’®.

El estrés oxidativo se evalué mediante la medicion de la peroxidacion de los lipidos de
membrana inducida por la inyeccion del péptido BA 2s.35, €n hipocampo. El tratamiento
con NeuroEPO mostr6 un impacto positivo sobre la peroxidacion de lipidos. La
disminucion del estrés oxidativo inducido por BAgs.3s con la formulacion de NeuroEPO

IN alcanzé valores similares a los animales controles.

Se han reportado las propiedades antioxidantes de la EPO relacionandola con su efecto
citoprotector en varios modelos. En cultivo de neuronas del hipocampo de rata
sometidas a hipoxia o la exposicién de glutamato, la administracion de EPO dio lugar a
una proteccion significativa**®**’. Estudio reciente en cultivo primario de neuronas
obtenidas de la corteza de embriones de ratas Wistar de 17 dias. Se indujo
exitotoxicidad por glutamato a 100 puM durante 15 min. 24 h después fueron tratados
con NeuroEPO 100 ng / mL, produjo una disminucion significativa p <0,01 de la
mortalidad y tendencia a reproducir las caracteristicas morfolégicas similares de las

células control ademas, la disminucion del estrés oxidativo'*®

Ha sido sugerido que el mecanismo del efecto protector de la EPO contra la toxicidad
del amiloide involucra el aumento de la actividad NF-kB, la inhibicion de las proteinas
pro-apoptoticas, generadas por la supresion de la apoptosis TNFa, la modulacion de la

detencion del crecimiento y de la proteina de dafios en el ADN 45 (Gadd45B) y la
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activacion directa de Bcl-xL**°. Como consecuencia, la EPO disminuye la produccién
de ERO, reduce el potencial de membrana mitocondrial, la relacion de Bcl-2/Bax y
estabiliza la activacion de la caspasa-3"°. Esos resultados coinciden con los de este
trabajo donde los tratamientos con NeuroEPO bloquean la expresion de Bax inducida

por BA25.35.

Para el examen de una via eficaz de sefializacion sobre el impacto de la toxicidad del
péptido amiloide en los sistemas de proteccion enddgenos, se evallan las quinasas de
PI3K/AKkt, desencadenada por la activacion de varios tipos de receptores, incluyendo los
receptores para el factor tréfico, tales como BDNF, neurotransmisores tales como la
acetilcolina, o EPO. La Akt se bloquea en respuesta al péptido BAzs.35 de una manera

dependiente de PI3K™".

El efecto de la EPO depende de la activacion de varias quinasas, incluyendo
Janusquinasa 2 (JAK2), una tirosina quinasa que se asocia con el receptor de la EPO, y
la proteina quinasa B/Akt. La EPO previene las lesiones de apoptosis en las células
neuronales a través de la induccién de la autofosforilacion de JAK2'2. Ademas, se
reporta que la EPO mejora significativamente la actividad de Akt durante el estrés
oxidativo para prevenir la activacion inflamatoria de la microglia®>****. La actividad de
Akt sobreexpresada parece ser un paso necesario en este mecanismo. Se ha reportado
que a través de la regulacion de la via de sefializacion PI3K/Akt, la EPO es capaz de
regular la apoptosis celular, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo después de la
hipoxia'®. En nuestro estudio la NeuroEPO a 125 pg / Kg, impidié6 completamente

fosforilacion de la AKT inducida por péptido BAzs-3s.
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También se ha reportado que la EPO promueve una proteccién eficaz contra patologias
inflamatorias. Se observo un bloqueo por la NeuroEPO del TNFa y IL-1p provocados
por la toxicidad del BAzs.35. Se cree que la capacidad neuroprotectora de la EPO puede
involucrar principalmente la homeostasis celular extrinseca a traves de la modulacion de
la activacién microglial y el control de la liberacién de citoquinas™®. Las microglias
activadas liberan grandes cantidades de estas citoquinas pro-inflamatorias y
neurotdxicas, incluyendo TNFa y IL-18, radicales libres, como el 6xido nitrico o iones
superoxido, y los metabolitos de acidos grasos, lo que podria contribuir de manera
directa a ampliar la muerte celular por apoptosis*®>***®, Se ha demostrado que la EPO
ejerce una accion anti-inflamatoria a traves de vias que implican la exposicion de
fosfatidilserina, la activacion microglial, la actividad de Akt, y la regulaciéon de las
caspasas, 0 mas directamente por la inhibicion de varias citoquinas pro-inflamatorias,

tales como IL-6, TNFa y MCP-112%10,

El uso de la tincion de violeta de cresilo permite evaluar la pérdida de células CA1, se
ha demostrado que el BAzs.35 altera de manera significativa la viabilidad celular en la

capa de células piramidales del hipocampo®®:*®2

. El tratamiento con NeuroEPO,
disminuye la pérdida de células piramidales de la regién CAL del hipocampo causada
por el BAzs.3s, una zona rica en neuronas glutamatérgicas altamente sensible a la

excitotoxicidad.

Estos resultados describen las potencialidades de la formulacién intranasal de
NeuroEPO, con menos reacciones adversas que cuando se aplica la EPOhr
cronicamente. Esto constituye un beneficio potencial de NeuroEPO sobre otras

variantes de EPO para el tratamiento cronico de enfermedades neurodegenerativas.
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No obstante, este modelo es solo una aproximacion a la forma aguda de la EA producto
del impacto neurotoxico de la aplicacion del agregado PBAgs.3s; ademas permanece
ausente la comorbilidad y alteraciones fisiol6gicas normales producidas por el proceso
de envejecimiento. Por tanto, se hace necesario evaluar estos efectos de la NeuroEPO en
un modelo que tenga mayor similitud al desarrollo de esta enfermedad en el humano.
Como por ejemplo en el modelo transgénico de EA Tg2576 portador del gen de una
familia suiza que sobreexpresa la proteina precursora de B amiloide (APPswe)
comenzando el tratamiento a los 12 meses de edad, donde no estaran presentes las
limitaciones sefialadas en el modelo anteriormente utilizado. La ventaja del uso de la

NeuroEPO IN es que no tiene actividad hematopoyética.
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RESULTADOS

Experimento 2: Efecto neuroprotector de la NeuroEPO en
modelo transgénico Tg 2576 de enfermedad de Alzheimer.

Estudio de conducta

El rendimiento de la alternancia espontanea en el laberinto en Y se analizo después del
primer y segundo meses de tratamiento como se muestra en la (Figura 17). Después de
un mes de tratamiento con NeuroEPO, los ratones transgénicos APPswe mostraron un
deterioro de la alternancia en comparacion con los animales controles (Figura 17 a). El
tratamiento con NeuroEPO recupera la memoria espacial a corto plazo en ratones
APPswe, particularmente a dosis de 125 pg / Kg (Figura 17 a). Los animales mostraron
una actividad exploratoria similar con 20-25 entradas en los brazos tanto en los

animales controles como en los transgénicos con ambas dosis de NeuroEPO.

Después de dos meses de tratamiento, los animales controles mostraron una marcada
disminucion en la alternancia espontanea, pero permanecieron significativamente mas
alto que el nivel azar 50% (Figura 17 b). Los ratones APPswe mostraron un deterioro de
la alternancia que fue atenuada por el tratamiento con NeuroEPO en ambas dosis
(Figura 17 b). Notese que la dosis mas alta de NeuroEPO deteriora el comportamiento
de alternancia en los ratones controles. Los animales mostraron un comportamiento
exploratorio disminuido, con sélo 15 a 20 entradas en los brazos durante la sesion, pero
una vez mas similares entre grupos de animales controles y transgénicos, ademas con

ambas dosis de tratamiento (Figura 17 b).
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Figura 17. Comportamientos de alternancia esponténea en el laberinto en Y de ratones
controles y APPswe después de un mes de tratamiento con NeuroEPO IN, a los 13
meses de edad (a) o a los 14 meses de edad, después de dos meses de tratamiento (b). *
p <0,05, ** p <0,01 ***, p <0,001 contra el nivel de azar (50%), n = 14-22 por grupo.
La prueba de t de una muestra.

A continuacién, se les realizaron a los animales la prueba de reconocimiento de nuevos
objetos (Figura 18). Los datos fueron tratados en términos de numero de contactos
(Figura 18 a) y la duracion de los contactos (Figura 18 b). En sesion 3, cuando el objeto
en la posicion 2 fue sustituido por uno nuevo, los animales control mostraron una fuerte
preferencia por el objeto nuevo, mientras que los ratones APPswe tratados con vehiculo
no lo hicieron, para ambos pardmetros. En los ratones APPswe, el tratamiento con

NeuroEPO en la dosis 125 pg / Kg restaur6 significativamente la preferencia para el

nuevo objeto (Figura 18 b), pero la dosis mas alta no lo hizo.
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Figura 18. Déficit de reconocimiento de nuevos objetos en ratones control y APPswe
después de 2 meses de tratamiento con NeuroEPO IN. La preferencia se analiza en
términos de contactos con los objetos (a, b) o la duracion de los contactos (c, d)
durante la sesién 2 con dos objetos idénticos (a, ¢) y la sesién de 3 con un objeto

familiar y un objeto nuevo (b, d). **p <0,01, *p <0,05, la prueba de t de una muestra.

El perfil de aprendizaje de los animales controles en el tanque de Morris disminuyeron
progresivamente su latencia para alcanzar la ubicacion de la plataforma, un efecto sin
cambios en los grupos controles tratados con NeuroEPO como se muestra en la (Figura
19 a). Los ratones APPswe mostraron un retardado en el perfil de aprendizaje, las
medidas de latencias durante los ensayos dos al cinco siendo mas alta que la observada
para los animales controles, con una diferencia significativa en la prueba del dia tres
(Figura 19 b). El tratamiento con NeuroEPO, con ambas dosis, tendi6 a disminuir este

retraso.
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La calidad de la memoria se midié en un ensayo, realizado sin la plataforma 24 horas
después de la ultima prueba de entrenamiento (Figura 19 c). Todos los animales
controles mostraron una exploracién significativamente preferencial del cuadro (T),
pero no los ratones APPswe tratados con vehiculo. El tratamiento con NeuroEPO
resulté en una restauracion de la presencia en el cuadro T para ambas dosis, con un
efecto significativo en la dosis 125 pg / Kg (Figura 19 c). De hecho, las trayectorias
tipicas se presentan en la (Figura 19 d) ilustra que mientras que un raton APPswe
tratado con vehiculo explora los cuatro cuadros durante el 1-min de duracién de la

natacion, un ratén tratado con NeuroEPO en la dosis 125 pg / Kg esta enfocado en el

cuadro T.
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Figura 19. Lugar de aprendizaje en el laberinto de agua en ratones control y APPswe
después de 2 meses de tratamiento con NeuroEPO IN. (a y b) los perfiles de
aprendizaje, (c) prueba sin la plataforma y (d) tipicas huellas de natacion durante la
prueba sin la plataforma. En (c), el nivel azar (15 seg) se perfila con una linea
discontinua. **p <0,001; *p <0,01; #p <0,01 la prueba t-test de una muestra.
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Andlisis biogquimicos e inmunohistoquimicos

La peroxidacion de lipidos se incremento significativamente p <0,05, en los ratones
APPswe en comparaciéon con los controles como se muestra en la (Figura 20) y el
tratamiento con NeuroEPO 125 ug / Kg IN previno de manera significativa p <0,01 este
aumento. No se detectd efecto con el tratamiento de NeuroEPO en los animales

controles sanos.
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Figura 20. Efecto de NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de tratamiento
sobre el nivel de peroxidacion lipidica en el hipocampo. * p <0,05, contra el grupo

control/vehiculo; ## p <0,01 contra grupo APPswe / vehiculo. Prueba de Dunnett

La neuroinflamacién se evalué por una medida directa de GFAP, marcador de astrocitos
reactivos, e Iba-1, marcador de microglia reactiva (Figura 21). Ambos marcadores se
incrementaron significativamente en el hipocampo de ratones APPswe en comparacién
con los controles. El tratamiento con NeuroEPO disminuyd significativamente la

expresion de GFAP a dosis 125 ug / Kg en los grupos de animales controles y los
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transgénicos (Figura 21 a), p <0,05 y la expresion de Iba-1 en ambas dosis ensayadas

sin modificaciones en el grupo control (Figura 21 b).
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Figura 21: Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de
tratamiento en los niveles de la expresion de GFAP (21a) y la expresién de Ibal(21b)
en el hipocampo. * P <0,05, ** p <0,01 contra el grupo control /vehiculo; Prueba de

Dunnett.

El analisis de la reaccidon de las neuroglias usando el estudio inmunohistoquimico de
GFAP se llevé a cabo en el hipocampo de los ratones. Se observo el inmunomarcaje con
GFAP en el hilio, en los estratos moleculares, oriens y radiatum de la formacién del
hipocampo en las capas de células piramidales en todas las regiones de CA1-3 y en el
giro dentado. El marcaje se expres6 moderadamente, en todas las regiones estudiadas,
en los ratones control tratados con vehiculo (Figura 22 a, b). El tratamiento con
NeuroEPO en ambas dosis, tendié a disminuir el marcaje (Figura 22 c, f). En los ratones
APPswe tratados con vehiculo el marcaje particularmente en el hilio y estrato oriens
aparecié notablemente mas intenso y denso (Figura 22 g, h). El tratamiento con

NeuroEPO, en particular en la dosis de 125 ug / Kg (Figura. 22 i, j), también en la dosis
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de 250 pg/Kg (Figura 22 K, 1) disminuyo el nimero de células que expresan GFAP y la

intensidad del marcaje.
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Figura 22. El analisis morfolégico de la reaccion de las neuroglias usando inmuno-
marcaje con GFAP en ratones APPswe tratados con NeuroEPO Fotomicrografias
muestran en dos areas del hipocampo, el giro dentado (GD, a, ¢, €, g, i, k) y CA1 (b, d,
f, h, j, I). Las flechas en (a, b) sefialan células tipicas que expresan GFAP. Escala en

(a): 50 micras.

El andlisis de la reaccion de las microglias usando el estudio inmunohistoquimico de
Ibal se llevd a cabo en el hipocampo de los ratones (Figura 23). Se observd el

inmunomarcaje con Ibal en los estratos de la formacion del hipocampo en las capas de
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células piramidales en todas las regiones de CA1-3. El marcaje se disperso
moderadamente, presente en los ratones control tratados con vehiculo (Figura 23 a). El
tratamiento con NeuroEPO en ambas dosis, no cambi6 o tendié a disminuir el marcaje
moderadamente (Figura 23 b y c). En ratones APPswe tratados con vehiculo el marcaje
aparecié menos intenso (Figura 23 d). El tratamiento con NeuroEPO, en particular en la
dosis de 125 pg / Kg (Figura 23 €), disminuyé el nimero de células y la intensidad del

marcaje que expresan Ibal, no asi en la dosis de 250 g / Kg (Figura 23 f).
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Figura 23. El analisis morfolégico de la reaccién de la microglia usando
inmunomarcaje con Ibal en ratones APPswe tratados con NeuroEPO.
Fotomicrografias muestran en area CA1 del hipocampo. La flecha sefiala célula tipica

que expresa Ibal. Escala en (a): 50 micras.

En la Figura 24 representa un aumento de los niveles de Bax en ratones APPswe en

comparacion con los controles. El tratamiento con NeuroEPO impidié el aumento de
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Bax, con un efecto significativo p <0,01 en la dosis de 125 pg / Kg (Figura 24 a). Los
niveles de Bcl-2 aparecieron disminuidos muy significativamente p<0,001 en todos los
grupos en comparacion con los animales control tratados con vehiculo (Figura 24 b).
Como resultado, la relacion de Bax/Bcl-2, calculada para cada animal, mostré un
aumento significativo p<0,05 en los ratones APPswe y normalizado con el tratamiento

con NeuroEPO (Figura 24 c).
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Figura 24. Efecto de la NeuroEPO sobre los niveles de proteinas anti y proapoptéticas
en hipocampo de ratones APPswe después de 2 meses de tratamiento en: (a) Niveles de
Bax, (b) niveles Bcl-2, (c) Relacion de Bax / Bcl-2, en el hipocampo. ANOVA de dos
vias *P<0,05, ***p<0,001 frente al grupo control / vehiculo; ## p <0,01 frente al

grupo APPswe / vehiculo; Prueba de Dunnett.
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Un aumento significativo p<0,05 en el nivel de TNFa medido en el hipocampo de los
ratones APPswe en comparacion con los controles se muestra en la figura 25. Se
observd que el tratamiento con NeuroEPO tendia a evitar el incremento en los niveles

de TNFa, aunque no tiene efecto significativo (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de
tratamiento en los niveles de TNFa, en el hipocampo. ANOVA de dos vias *p<0,05
frente al grupo control/vehiculo; Prueba de Dunnett.
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Los niveles de FasL fueron mayor significativamente p<0,01 en los ratones APPswe
comparado con los animales controles (Figura 26). Las dos dosis de NeuroEPO
probadas disminuyeron los niveles de FasL, con una diferencia significativa p<0,05 en
la dosis mas baja ensayada comparada con los ratones APPswe tratados con vehiculo.

No se detectd efecto con el tratamiento de NeuroEPO en los animales controles sanos.
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Figura 26. Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de
tratamiento en los Niveles de FasL en el hipocampo. ANOVA de dos vias * P <0,05
frente al grupo control/vehiculo, # P <0,05, frente al grupo APPswe/vehiculo; Prueba
de Dunnett.
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Los resultados muestran un incremento significativo p<0,05 de la actividad de la
Caspasa-3 en los ratones APPswe. La dosis de NeuroEPO 125 pg / Kg disminuyo la

actividad de la Caspasa-3 pero no asi la més alta como se muestra en la figura 27.
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Figura 27. Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de
tratamiento en la actividad de la caspasa-3 en el hipocampo. ANOVA de dos vias * p

<0,05, ** p <0,01, frente al grupo control/vehiculo; Prueba de Dunnett.
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En la Figura 28 se presentan los resultados de la carga amiloidea tanto la fraccion
soluble como insoluble del péptido BA;.4,. El tratamiento en la dosis de NeuroEPO 125
Hg / Kg, tendié a disminuir el contenido $A;.4, soluble (-56%) y disminuy6 altamente
significativo p<0.001 el nivel de RA;.4 insoluble. Una disminucion -83% se midi6 en la

corteza cerebral de los ratones a esta dosis y s6lo una disminucion de -37% a 250 pg /

Kg (Figura 28 b).
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Figura 28. Andlisis del contenido de RAi.4, en la corteza del raton: (a) contenido
soluble y (b) contenido insoluble RA;.42. n = 7-10 por grupo, Kruskal-Wallis ANOVA: H
= 5,86, p> 0,05 en (a), H = 10,9, p <0,01 en (b). ***P<0.001 contra ratones APPswe

tratados con vehiculo. Prueba de U de Mann-Whitney.
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En todos los animales APPswe tratados con vehiculo se encontraron placas amiloideas
de gran tamafio similares a las descritas con esta técnica en la literatura, en las regiones
motora y auditiva de la corteza cerebral. Los animales APPswe tratados con NeuroEPO
dosis 125 pg / Kg presentaron en todos los animales placas de menor tamafio. Los
tratados con NeuroEPO 250 pg / Kg mostraron menor nimero de placas y de un menor
tamarfo. Incluso en correspondencia con esto no se detectaron placas en un animal

tratado con esta dosis (Figura 29).

APPswe/Vehiculo APPswe/NeuroEPO125 APPswe/NeuroEPO 250

- N

Hipocampo CA1

Hipocampo GD

Figura 29. Expresién de placas amiloideas. a, b, c: region CALl de hipocampo; d, e, f:
giro dentado g, h, i: corteza parietal. Flechas en (a, d, g) se muestran las placas de
nucleos densos en animales transgénicos tratados con vehiculo. (b, e, h) las flechas
indican placas de menor tamafio en hipocampo, giro dentado y corteza en los animales
tratados con NeuroEPO dosis 125 pg / Kg y no se detectan placas similares a dosis de
NeuroEPO 250 g / Kg. Barra 50um magnificacion 200x.
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En la Figura 30 se evidencia la disminucion de la densidad de placas de nucleo denso
BA evaluada por mm? como un marcador de la enfermedad, en la corteza cerebral
descendi6 el numero de placas por unidad de area en el grupo tratado con NeuroEPO
125 ug / Kg y esa disminucion se hizo mas evidente en el grupo tratado con NeuroEPO
250 ug / Kg respecto al APPswe tratado con vehiculo. En el hipocampo no se observo
en gran medida este desbalance porque tanto en el grupo APPswe vehiculo como en el
tratado con NeuroEPO 125 pg / Kg la densidad por unidad de &rea es la misma, pero si
se evidencio la disminucion para el grupo tratado con NeuroEPO 250 pg / Kg a pesar de

no observarse en gran magnitud como en la corteza cerebral.
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Figura 30. Densidad de placas BA por mm? en corteza cerebral e hipocampo del ratén
APPswe. Se observa la disminucion de la densidad de placas amiloideas en la corteza
de los animales tratados con NeuroEPO dosis 125 pg / Kg y NeuroEPO 250 ug / Kg,

respecto al grupo APPswe tratado con vehiculo.
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DISCUSION

En este estudio se observo que el aprendizaje y la memoria después de uno y dos meses
de tratamiento mejoraron significativamente utilizando la respuesta de la alternancia
espontanea, el reconocimiento de objetos y en el lugar de aprendizaje en el laberinto de
agua. Los resultados confirmaron un efecto beneficioso de la aplicacion de NeuroEPO

en todas las respuestas medidas.

El efecto positivo de la NeuroEPO sobre memoria de trabajo espacial, disminuyendo el
déficit se observd significativamente al mes de tratamiento y con ambas dosis de
NeuroEPO logrando un efecto significativo en el segundo mes de tratado. Los déficits
de memoria de referencia y la memoria de reconocimiento espacial también mejoraron
al final del tratamiento, pero con efectos significativos observados para la dosis de
NeuroEPO mas baja ensayada. Esta descrita la pérdida de la capacidad de la cognicién,

sobre todo en patologias neurodegenerativas.

La NeuroEPO se administrd durante 2 meses en ratones transgénicos APPswe. Los
animales se utilizaron en una edad en que la patologia esta progresando rapidamente,
con el objetivo de simular la terapéutica en los seres humanos cuando los signos
clinicos ya estan presentes. En esta linea de raton, los ONF y la pérdida neuronal estan
ausentes o muy limitada. Pero el deterioro cognitivo esta presente desde 6 meses, asi
como, el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo a largo plazo. La pérdida de
memoria es entonces progresiva y claramente establecida en edades mayores de 10-12

meses'®,

La pérdida sinéptica y la disminucion de la potenciacion a largo plazo son, en efecto

164
d6

observadas en el area CA1 del hipocampo a los 4-5 meses de edad™", en un principio en
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el giro dentado después de la estimulacién y luego en toda la formacion del
hipocampo'®. Los cerebros de los ratones presentan una neuroinflamacion intensa, con
astrocitos reactivos y microglias, a lo largo de la formacion, frontal, occipital y corteza
entorrinal del hipocampo a edades mayores de 10 meses. Numerosos depositos de
placas de BA intraparenquimatosas y la acumulacién de especies de RA se observan a

esta edad*®®.

En estudios in vitro, in vivo en modelos transgénicos de la EA, la EPOhr permite no
solo la neuroproteccion sino también la modificacion de la enfermedad y la
regeneracion®®’. La EPO reduce el estrés oxidativo, la hiperfosforilacién de Tau, y la
apoptosis inducida por péptidos RA aplicadas en células de neuroblastoma SH-SY5Y,
células de feocromocitoma PC12 o cultivos neuronales primarios del hipocampo,
especialmente a través de la ruta de NF-kB p65'°®*%. En un experimento in vivo, se
administré EPOhr a ratones APPswe durante un corto periodo de 5 dias. El tratamiento
fue eficaz en la reversion de los déficits de memoria contextuales en los ratones, en el
aumento de la proliferacion endotelial, la expresion de la densidad capilar y
sinaptofisina, y en la disminucion de los niveles de receptor para productos finales de
glicacién avanzada (RAGE) y la cantidad de placas de amiloide y especies de RA'™. La
corta duracion del tratamiento de solo cinco dias, con una dosis de EPOhr (5000 Ul / Kg
/ dia, IP), el momento después de la administracion para evaluar los animales de 14 dias
y la edad de los ratones (13 meses, cuando la patologia progresa rapidamente), sugirio

una eficacia de la EPOhr.

Mas recientemente, la CEPO, una forma de EPOhr con siete residuos carbamilados de
lisina y capaces de cruzar facilmente la barrera hematoencefélica, se ha comparado con

EPOhr en una linea de ratones APPswe / PS1-DE9. En ese estudio se mostro después de
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un tratamiento de 4 semanas en ratones de 5 meses, que tanto la CEPO y la EPOhr
mejoran el reconocimiento de nuevos objetos, pero sélo la EPOhr disminuyo la cantidad
de placas de amiloide y especies de BA. La CEPO no presenta efectos eritropoyéticos y
el andlisis de la expresion genica reveld que ambas formas regulan un namero limitado
de genes comunes, en particular genes implicados en la transmision sinépticajError!
Marcador no definido.. Ese estudio confirma la eficacia de las diferentes formas de
EPO en modelos de ratones transgénicos de EA, pero sefiald diferencias en los
mecanismos de neuroproteccion inducidos por la EPOhr y sus formas no

eritropoyéticas.

La sobreexpresion del AR 1-42 con depdsitos de amiloide en el parénquima vascular y
difuso, por ejemplo, no presentd problemas de memoria o pérdida de células*™. Del
mismo modo, los ratones mutantes que sobreexpresan presenilina-1 mostraron un
aumento de los depdsitos de AR 1-42, pero una toxicidad limitada y no hay deficit de
aprendizaje’’. Los ratones APPswe de 14-meses de edad mostraron importantes déficits
de aprendizaje y la observacion de que podrian ser aliviados significativamente con la
CEPO es coherente con la actividad pleiotrépica de la EPOhr. La EPO promueve el
aprendizaje y la memoria espacial en otros modelos de demencias provocados por la

estreptozotocina®’.

En este estudio se observd que la NeuroEPO evita los aumentos en la peroxidacion de
lipidos o la inmunorreactividad GFAP e Iba-1 en el hipocampo de ratones APPswe.
Estas observaciones son coherentes con los resultados anteriores que pueden representar
sus efectos directos. Estudios anteriores con la EPOhr mostraron en modelos de trauma
de la médula espinal y meningitis por neumococo que previene los dafios celulares,

incluyendo la peroxidacion lipidica, inducida por especies reactivas de oxigeno o
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nitrégeno'’*17°,

En los modelos de toxicidad de amiloide, la EPOhr preserva la
integridad mitocondrial y por lo tanto reduce directamente la generacion de estrés
oxidativo'’®. La EPOhr también aumenté varias actividades enzimaticas antioxidantes,
incluyendo catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa en diferentes modelos
patoldgicos’’’. EI mecanismo antioxidante aparece sin embargo depende del modelo y
el contexto patologico. Ademas, algunos resultados sugieren claramente que la EPO
puede atrapar directamente las especies reactivas de oxigeno'’®. En los modelos EA,
ningun efecto directo antioxidante se ha demostrado, pero los efectos indirectos podrian
ser propuestos, ya sea a través del aumento de la induccién de la EPO en la produccion
eritrocitica y el agotamiento relacionado en la concentracion sistémica de hierro*”®, un

efecto, no inducido por la NeuroEPO, o a través de su impacto en las células

microgliales™®.

En este estudio se confirmo que la NeuroEPO disminuyd de forma eficaz la activacion
de los astrocitos y las microglias en el modelo APPswe. En estudios anteriores se
demostré que la EPOhr regula la sefializacion de EPOR en las microglia, alterando
directamente el estado reactivo de la célula. A través de la activacion de la via de Wnt1 /
P13-K / Aktl / mTOR, la EPO se transloca la subunidad p65 de NK-kB en el nucleo y
permite la iniciacién de la expresién de genes anti-apoptéticos'®. Se demostré en
estudio previo que la microglia junto al complemento intervienen en la perdida
temprana de la sinapsis en los ratones transgénicos'®?, efecto mejorado con la

NeuroEPO.

En este estudio se abordaron ambas vias de la apoptosis intrinsecas y extrinsecas
observandose los aumentos en los ratones APPswe del nivel de Bax o la relacion de Bax

/ Bcl-2, asi como se reduce de manera significativa por la NeuroEPO los niveles de
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FasL, al menos para la dosis mas baja, al nivel observado en los ratones controles.
Como consecuencia, la actividad de la caspasa efectora en desencadenar la muerte
apoptdtica, caspasa-3, se redujo por la NeuroEPO con la dosis mas baja. Similares
impactos directos han sido reportados previamente en modelos in vitro de cultivos
microgliales'™®. La EPOhr activa la PI3-K / Aktl via Wntl / mTOR, que a su vez
aumenta la fosforilacion y la concentracién en el citosol de Bad, reducida complejo
Bad/Bcl-XL y el aumento de complejos Bcl-XL/Bax. La EPOhr, por lo tanto, protege la
sefializacion mitocondrial relacionada con moléculas pro-apoptotica y via extrinseca

que implican receptores de muerte Fas y TNFaR#+1°,

Se analizé la carga amiloide en ratones APPswe, después del tratamiento NeuroEPO. Se
observd visualmente que los depositos de amiloide en la corteza disminuyeron
notablemente en ambas dosis de NeuroEPO y en el hipocampo, a la dosis més alta
probada. Los animales presentaron menos depositos densos grandes como se observa en
los ratones APPswe tratados con vehiculo y como se esperaba en esta etapa de la
patologia. Los depdsitos resultaron limitados al marcaje celular y en algunos animales
tratados con NeuroEPO 250 pg / Kg no se mostrd ningun marcaje. La cuantificacién de
la carga amiloide usando un kit de ELISA en las concentraciones de la corteza confirmd
que los animales tratados NeuroEPO presentaron menor contenido $A1-42, tanto para
las formas solubles como las insolubles. Estos datos son coherentes con el informe
previo de Armand-Ugon et al., que describe que la EPOhr, a 2500 Ul / Kg, es decir, 105
mg / Kg, disminuy6 la carga de placas AR1-40 soluble en ratones BAPP/ PS1, Por lo

tanto, la NeuroEPO parece ser tan eficaz como la EPOhr en la patologia de RA.

En resumen, el presente estudio muestra que la NeuroEPO, al ser administrada

sistematicamente, previene alteraciones del comportamiento y los depositos cerebrales
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de BA inducidos por esta patologia. La NeuroEPO disminuye el estrés oxidativo, la

neuroinflamacion y apoptosis en el cerebro del raton APPswe.

Teniendo en cuenta todos los resultados encontrados con la aplicacién nasal de
NeuroEPO en este modelo transgenico de EA, se puede concluir que la NeuroEPO
presenta un efecto neuroprotector mediante el blogqueo de las principales vias
metabdlicas que se ven afectados en esta enfermedad neurodegenerativa. La NeuroEPO
intranasal aparece como un inductor de la neuroproteccion endogena y una alternativa

terapéutica contra EA.
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CONSIDERACIONES GENERALES DE LA DISCUSION

Desde el afio 2009 fue postulado que el procedimiento con NeuroEPO por via nasal
revolucionaria el tratamiento de los desérdenes neurodegenerativos en el siglo XXI%.
Los aportes de este trabajo en modelos in vivo de la enfermedad de Alzheimer

constituyen nuevas evidencias a favor de lo expresado.

A partir de los resultados experimentales presentados en este trabajo se confirma la
hipotesis de que la potenciacion de la neuroproteccion enddgena dispone de un
potencial, no solo para la neuroproteccion en si misma, sino para la restauracion
neuroldgica. En este complicado mecanismo recientemente se demostrd que la EPOhr
juega un importante papel, promoviendo la plasticidad neuronal y rescatando la pérdida
de memoria espacial'®®. Por estudios electrofisiolégicos, estos mismos investigadores
demuestran que la EPOhr puede actuar no solo como una sustancia neuroprotectora sino

que puede modular los mecanismos de la plasticidad neuronal™®’.

En la Figura 31 se muestra en forma simplificada como se puede integrar e interpretar el

efecto de la NeuroEPO aplicada intranasal en biomodelos de la EA.

En el hemisferio izquierdo se representan los fundamentales efectos de la NeuroEPO a
nivel molecular del biomodelo agudo provocando neurotoxicidad mediante la inyeccion
ICV del péptido BAzs.35 y en el hemisferio derecho la accion en el biomodelo crénico

transgénico de la EA.
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Efecto de la NeuroEpo aplicada intranasal en modelos de la Enfermedad

de Alzheimer.
Modelo no Transgénico Modelo Transgénico

Hipocampo
} Estrés oxidativo
| Neuroinflamacion
IL1B, TNFa
{ Proteinas
proapoptéticas Bax
t Proteina
antiapoptotica AKT
t Células de Hipocampo

Hipocampo
Estrés oxidativo

} Neuroinflamacién
IL1B, TNFa, GFAP, Iba1

| Proteinas proapoptéticas
Bax, relacion Bcl-2/Bax
y caspasa-3

Corteza

Concentracion de péptidos AB-

42 soluble e insoluble
Estabiliza las vias extrinsecas de
apoptosis Fas-L

» Mejora la memoria de trabajo espacial
* Mejora la memoria no espacial a largo plazo
* Mejora la memoria de referencia espacial

Figura 31. Esquema que muestra de forma resumida el efecto de la NeuroEPO
aplicada por via nasal en los modelos transgénicos y no transgénicos de la enfermedad

de Alzheimer.

Lo comun para ambos modelos esta en que el tratamiento promovid aquellos
mecanismos moleculares que favorecen la supervivencia celular, tales como la alta
expresion de proteina antiapoptética AKT y aumento de la sobrevivencia de las células
del hipocampo y bloqued los mecanismos que favorecen la muerte celular como la
apoptosis, inflamacion, estrés oxidativo. A juicio de la autora esta es una fuerte
evidencia experimental que le confiere a este candidato a neurofarmaco la capacidad de
actuar de forma rapida, potenciando los mecanismos de la neuroproteccion enddgena.
Lo cual es posible, ya que la NeuroEPO constituye una molécula critica en una de las
encrucijadas metabdlicas del cerebro Figura 32. Su presencia o no, puede determinar el
desarrollo de procesos reparadores 0 preventivos o simplemente desencadenar procesos
letales de caracter no reversibles como la apoptosis. Trabajos en genética molecular han

evaluado la participacion de la EPO en la regulacién de genes del desarrollo neuronal,
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homeostasis, proliferacion celular, biogénesis mitocondrial, antioxidantes y

citoprotectores®®189,

Factores de Citoquinas Anti- . .
crecimiento Anti-inflamatorias | | oxidantes Antiapoptosis
1 i - T T
Neuro-EPO
Mecanismos Promotores Q

de la sobrevivencia

Mecanismos promotores
de la muerte

Excito- Radicales

toxicidad libres Inflamacion | |Apoptosis

Figura 32. Esquema simplificado que muestra los efectos comunes que realiza la
NeuroEPO aplicada por via nasal a través de los cuales, se logra la Neuroproteccion y
la restauracion neuroldgica en biomodelos experimentales de la enfermedad de

Alzheimer.

Una caracteristica propia de la complejidad del cerebro y de lo limitada que es nuestra
comprension del mismo lo constituye el hecho experimental de las diferencias

detectadas en la respuesta dada por la NeuroEPO en ambos modelos.

La explicacion de estos resultados va més alla de los objetivos propuestos para este
trabajo de tesis. Pero constituyen nuevas evidencias experimentales de los putativos

mecanismos neuroquimicos que son modulados por la NeuroEPO directamente
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relacionado con regiones especificas del cerebro y el dafio causado en las mismas. Lo
cual se pude interpretar como la respuesta a una alteracién ocasionada por un
xenobiotico exdgeno o enddgeno y la capacidad de respuesta para contrarrestar este
efecto, que esta entre otros factores modulada por la eritropoyetina enddgena producida
por pericitos, astrocitos y neuronas en el cerebro de los mamiferosiError! Marcador

no definido..

Existe una corriente de opinion que sugiere la enfermedad de Alzheimer no como una
Unica patologia, sino un grupo de sindromes con caracteristicas finales parecidas, pero
inicios diferentes, de ser cierta esta hipotesis la busqueda de un farmaco Unico no
tendria mayor sentido. Por tanto, es obvio proponer que el andlisis de terapias

combinadas deberia de ser una segunda opcion muy plausible.

Ademaés de estas estrategias ampliamente investigadas y supuestamente en su apoyo, se
necesita una neuroproteccién general y eficaz para preparar al cerebro y estimular a los
sistemas neuronales para entablar y hacer frente a los procesos neurodegenerativos. Se
necesitan agentes con una amplia gama de efectos; debido a la toxicidad multifactorial,
que implica la correspondiente apoptosis, excitotoxicidad, inflamacién, falla de energia

mitocondrial y la disfuncion sinaptica.

La NeuroEPO es en efecto prometedora considerando que carece, primero de actividad
eritropoyética y asi se limita a la citoproteccion. Es nuestro criterio que una de las
estrategias mas prometedoras para lograr en el menor tiempo posible, el menor dafio al
cerebro. Sin lugar a dudas, esto constituye una alternativa terapéutica rapida y segura. El

potenciar estos mecanismos para desarrollar las nuevas terapias a las patologias agudas
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y cronicas, constituyendo la aplicacion de la NeuroEPO una forma eficiente de

potenciar la neuroproteccion endégena en el cerebro dafiado.

En segundo lugar, sus efectos protectores afectan no sélo neuronas sino también células
gliales, que desempefian un papel primordial en el despeje de la BA. La ruta IN de
aplicacion también constituira una gran ventaja en la EA, permitiendo una

administracion facil y confiable, incluso en pacientes con dafios mayores.
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CONCLUSIONES

1. La NeuroEPO aplicada por via nasal a la concentracion de 125ug/ml demostrd
ser un tratamiento efectivo, a través del restablecimiento de la homeostasis de la
EPO enddgena en poblaciones gliales y neuronales, eliminando los efectos
moleculares, histoldgicos y cambios en la conducta propios de la enfermedad, en
el modelo de Alzheimer por inyeccion intracerebroventricular del péptido

amiloide BA 25-35.

2. La NeuroEPO logré similares evidencias de neuroproteccion en el modelo

transgénico de la enfermedad de Alzheimer.
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RECOMENDACIONES

Profundizar en los mecanismos a través de los cuales ejerce su efecto

neuroprotector.

Determinar la capacidad profiléctica de la NeuroEPO en modelos transgénicos y

no transgénico de la enfermedad de Alzheimer.

Evaluar el impacto de este tratamiento en las vias acetil colinérgicas.

Evaluar la estabilidad de los resultados alcanzados con este modelo en el de

cursar del tiempo.

Evaluar posibles sinergias con otras drogas o tratamientos hoy utilizados contra

la enfermedad de Alzheimer.

Buscar evidencias clinicas del tratamiento con NeuroEPO en la enfermedad de

Alzheimer.
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